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Kivonat

A taldlmany trombininhibitorok teriiletére vonatkozik, és médositott de-
szulfato-hirudinok, kiilondsen olyan deszulfato-hirudinok eldallitéséat
mutatja be, melyek géntechnoldgia segitségével késziilnek. A taldlmany
targyat képezi tovabba olyan mbédszer biztositédsa, amely a médositott
deszulfato-hirudint biolbégiailag aktiv trombininhibitorra, valamint két
vagy tobb nevezett deszulfato-hirudin keverékét nagyobb molekulatémegg

trombininhibitorokka denaturélja és renaturalja.
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A taldlmany trombininhibitorok teriiletére vonatkozik, és médositott hi-
rudinok, kiiléndsen olyan deszulfato-hirudin-muteinek el84llitdsat irja
le, melyek géntechnoldgia segitségével késziilnek. A taldlmidny targyat
képezi tovabba olyan médszer biztositasa, mellyel nevezett hirudinok

2-4 monomer jének keverékébll bioldgiailag aktiv, nagy molekulatomegii

hirudint allitanak elé.

A hirudinok véralvadasgdtld anyagok, ami a természetben a piécéban for-

dul eld /példaul az orvosi pibcédban: Hirudo medicinalis/. A hirudinok

egyarant viselkednek polipeptidekként, melyek hidroféb aminosav-felhal-
mozddéssal rendelkeznek az N-termindlison és polaros aminosav~felhalmo-

z6dassal a C-termindlison, hdrom diszulfid hiddal és véralvadisgatldként



hatnak. A legttbb természetes hirudin jellemzdje tirozin-szulfat mara-
dék jelenléte a molekula C-termindlis részén /Tyrssl. A jélismert HV1,
HV2 és HV3 hirudinvaltozatokon kiviil tovabbi hirudinok létezését figyel-
ték meg a természetben, 14sd példéul M. Scharf et al. FEBBS Lett. 255,
105-110 /1989/, ami al&tdmasztja a hirudinok, mint izoinhibitorcsaléad

koncepcibjat.

A hirudinok, példdul a hirudin 1. valtozat /HV1/, a leghatékonyabb és
legspecifikusabb ismert trombininhibifor, annak a szerin-proteiznak az
inhibitora, amely katalizélja az utolsé 1épést /a zimogén fibrinogén al-
vadoképes fibrinné valé &talakuldsat/ a véralvadasban. A véralvadasi
folyamat egyéb enzimjeit nem gatoljdk a hirudinok. A heparinnal ellen-
tétben, ami a hagyoményos alvadésgétld terdpia elényben részesitett sze-
re, a hirudinok gitlé hatésukat kozvetleniil a trombinon fejtik ki, az
el8z8vel ellentétben, nem hatnak az antitrombin III-on keresztiil. A
fisztitott hirudinok egyetlen, farmakolégiailag megfigyelhetdé hatdsa a
véralvadas gitlésa és a trombdzis megelbzése. Mellékhatésokat, mint a
szivverésre, légzésre, vérnyomdsra, trombocitaszédmra, fibrinogénre és
hemoglobinra gyakorolt hatdst még nagy adagok esetén sem figyeltek meg
kutysdknak hirudin intravénésan tortént beaddsa utén. Allatmodellek so-
rozataban a hirudinok hatékonynak bizonyultak kisérleti trombdézisban
/amit pangdssal vagy trombininjekciéval idéztek eld/, endotoxin sokkban
és kiterjedt intravaszkuléris véralvadisban. Valahényszor csak kdzvet-
len Gsszehasonlité vizsgdlatokat végeztek, a hirudinok mindig jobbnak

bizonyultak a heparinnal.

Az utébbi években a cDNS-eket és a hirudinvdltozatokra kédolt géneket
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kl6noztak és mikrébagazddkban fejezték ki, mint Escherichia coli és kii-

léndsen Saccharonmyces cerevisiae. Bar a kifejezéssel kapott termékek-

bdl Tyrsa-nél hidnyzik a szulfat monoészter csoport - és ezért nevezték
el azokat "deszulfato-hirudinoknak" -, kidertilt, hogy lényegében ugyan-
azt a biolégiai aktivitast fejtik ki, mint a természetes szulfittartal-

md hirudinok.

A rekombinans deszulfato-hirudin terdpids alkalmazésénak jellemz&je a
k8riilbelill 50 perces felezési ideje a vérkeringésben, és ennek kovet-
keztében gyors kivadlasztaddésa az emberi szervezetb8l. A gyors kivéalasz-
t6d4s oka az érgomolyok /glomerulusok/ sziirése a vesében olyan anyagok
esetén, melyek molekulatomege 70.000 alatt van. E gyors kivalasztédas
miatt a deszulfato-hirudin napi adagja normil esetben két vagy tobb kii-
16n adagban adandé be. Hosszabban haté trombininhibitorok el8dllitaséa-
nak egyik lehetdsége nagy molekulattmegii hirudinok szintetizllédsa. WO
91/08229 publikicids szami PCT—bejeientésben polialkilén-glikollal valdé
egyesitése keriilt leirdsra. Mivel a polialkilén-glikolok rendes koriil-
mények kdzott molekulaméretiiket és -tdmegiiket tekintve igen sokfélék,
hirudinnal vald egyesitésiik sokféle Keveréket hozhat létre, és igy egy
meghatdrozott hirudin-adag beaddsa kiilénbdz8 lehet. Egy mésik megkdze-
litésben a hirudin mas fehérjével, mint példaul albuminnal keriil kereszt-
k&tésbe /WO 92/05748/. Ezek a konjugdtumok csdkkentett aktivitast és
megndvekedett immunogén tulajdonsédgokat mutatnak, és ezért hosszabb i-

dén keresztiil torténd szedésre alkalmatlanok.

WO 91/09125 publikiciés szami PCT-bejelentésben viszonylag inaktiv fi-

ziés fehériék kerilltek leirasra, melyeket az alvaddsi folyamat enzim-



Jjeinek kell aktivalniuk, hogy fibrinolitikus vagy alvadékképzddést gat—

16 hatasuk legyen.

MeglepS médon most azt fedeztilk fel, hogy olyan konjugdtumok, melyek
2-4 deszulfato~hirudin muteinbdl vagy deszulfato-~hirudin szarmazékbdl
allnak, jelentdsen megndvekedett plazmafelezési id8vel rendelkeznek még
akkor is, ha a molekulattmeg joval kisebb, mint a 70.000 koriili kriti-
kus érték, lasd feljebb, meglepd8 médon nem mutatnak észlelhetSen megnd-
vekedett immunogén tulajdonsidgokat, nem kell a véralvadishoz sziikséges
enzimmel hasitani, és aktivitasa valtozatlan. Ezzel a megndvekedett
plazmafelezési idGvel lehetdvé valik a deszulfato-hirudin napi egyszeri

bevétele.

Ennek megfelelden jelen taldlmidny targyat képezi egy olyan konjugatum,

ami lényegében 2-4 deszulfato-hirudin mutein vagy szarmazék maradékabdl
all, ahol a konjugatum nem fizids fehérje, és a hirudinhatdssal rendel-
kezd deszulfato-hirudin muteinek vagy szdrmazékok maradékai nem glutar-

aldehiden vagy karbodiimiden keresztiil kapcsolédnak Ossze.

A "deszulfato-hirudin" kifejezés alatt értendd minden deszulfato-hiru-
din vegyiilet, amit irodalomban leirtak, vagy olyan DNS-t tartalmazd,
transzformilt mikroorganizmus-tdrzsbél nyerhetd, mely deszulfato-hiru-
dinra vagy ennek szarmazékara kédol. Ilyen deszulfato-hirudinok példaul
a HV1, HV2 és HV3 /PA/ deszulfato-hirudin szarmazékok, valamint mis hi-
rudin~ és hirullinfehérjék, ahogyan M. Scharf et al. /FEBS Lett. /1989/,
255, 105-110/ és EP-A-347376 leirja. Ez alatt az értendd, hogy hirudin-

szdrmazékokat vagy hirudinhatassal rendelkezd rovidebb fragmenseket
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/azaz trombingdtld és/vagy trombinkodtd hatdssal rendelkezdket/ is jelent
a deszulfato-hirudin megjelclés. Ilyen fragmensek és szarmazékok példa-
ul a C-termindlison megroviditett deszulfato-hirudinok, azaz olyan de-
szulfato-hirudinok, melyeknek legfeljebb hét aminosavjuk hianyzik a C-

terminalison.

A deszulfato-hirudinok vagy ezek aktiv fragmensei vagy szarmazékai to-
vabbi reakcidképes csoport kapcsolddasaval mbédosithatdk, ahol a reakcid-
képes csoport trombinaktivitédsnak megfeleld bioldégiai hatast mutat. Pél-
dadul lehetséges a deszulfato-hirudin C-termindlisan elhelyezkedd trom-
binkoté domén kombindldsa kémiai Gton szintetizalt trombininhibitorral.
Példak ilyen kémiailag médositott deszulfato-hirudin szarmazékokra a

hirulégok /WO 90/04642/.

Egy eldényben részesitett kivitelezési formaban egy talalmany szerinti
konjugdtum alapvetden deszulfato-hirudin mutein vagy szarmazék két mara-
dékabél 4ll. A taldlmdny szerinti konjugdtum Ssszetevéi, azaz a deszul-
fato-hirudin muteinek vagy szarmazékok maradékai, lehetnek azonosak

vagy kiilonbszdek.

A deszulfato-hirudin muteinek vagy szarmazékok kozvetleniil kapcsolddnak
vagy egy Osszekdtd csoporton keresztiill. E célbél rendes koriilmények ko-
z6tt deszulfato-hirudin egy vagy tobb, eldnydsen egy tiszta aminosavjat
egy vagy tobb gyok helyettesiti, melyek keresztkotésiiek lehetnek, azaz

egy aminosav reaktiv oldallanccal rendelkezik.

A talalmany targyat képezi olyan deszulfato-hirudin mutein vagy szarma-
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zék elddllitasa, amely képes konjugadtumokat képezni, fdként olyan konju-
gdtumokat, amelyek kettd-négy ilyen deszulfato-hirudin maradékbdél allnak.
A taldlmédny egy eldnyben részesitett megvalésitisaban deszulfato-hiru-
din mutein vagy szarmazék egy vagy tobb tiszta aminosavjat olyan amino-
sav helyettesiti, amely aszpartamsav, glutaminsav, lizin és cisztein

csoportjabdl keriilt kivélasztésra.

Elb6nyben részesiil egy aminosav helyettesitése, még jobban eldényben ré-
szesiil egy egyediilallé aminosav ciszteinnel vald helyettesitése, és a
legjobban eldnyben részesiil a HV1 deszulfato-hirudinban levd Asp33 cisz~

teinnel vald helyettesitése.

Két deszulfato-hirudinbdl 4116 konjugatum elballithaté az egyik maradék-
ban levé aszpartamsav vagy glutaminsav és a masik maradékban levd lizin
kozotti peptidkotés létrehozasival vagy eldnydsen két ciszteinmaradék

kozotti diszulfid-kotés létrehozasaval.

Masik lehet8ség szerint, a taldlmény szerinti konjugadtum komponensei
/deszulfato-hirudin mutein vagy deszulfato-hirudin szarmazék ketté-négy
maradéka/ egy ©sszekotd csoporton keresztiil is kapcsolédhatnak. Ekkor a
deszulfato-hirudin muteinek vagy szarmazékok reaktiv oldallincon keresz-
tiil kapcsoldédnak, azaz a fentiekben Osszekotd molekulaként definialt
aminosav reaktiv oldalléancédn keresztiil, mely egy vagy tdbb reaktiv cso-
porttal rendelkezik, elényben részesiil a két reaktiv csoport, nevezett
reaktiv csoportok reakcidképesek, és kovalens kstést tudnak létrehozni

a deszulfato-hirudin mutein vagy szarmazék reaktiv oldalléancédval. Ezek

az Osszekotd molekulat két vagy tobb reaktiv csoporttal rendelkezd mo-
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lekuldk, mint -SH, N, -COOH, -COBr, -COCl, -NH,, -CHO, -CO-0-CO-,

3?
-CO-NH-CO-. Erre példadk N-5-azido-2-nitrobenzoil-oxi-szukcinimid, p-
azido-fenazil-bromid, p-azido-fenil-gliox&dl, N-4-/azdo-fenil-tio/-ftali-
mid, bisz/szulfoszukcinimidil/-szuberat, bisz-maleimidohexén, bisz[Z—
/szukcinimido-oxi—karbonil—oxi/—etil]—szulfon, 1,5-difluoro-2,4-dinitro-
benzén, 4,4'-diizotiociano-2,2'-diszulfonsav,sztilbén, dimetil-adipimi-
dat, dimetil-pimelimidat, dimetil-szuberimidat, ditiobisz/szukcinimidil-
propionéat/, diszukcinimidil-szuberat, diszukcinimidil-tatrat, dimetil-
3,3'-ditiobiszpropionimidat, 4,4’-ditiobiszfenilazid, 3,3’-ditiobisz-~
/szukcinimidil-propionat/, etil-4-azido-fenil-1l,4-ditiobutir-imidat,
l-azido-4-fluoro-3-nitrobenzén, N-hidroxi-sukcinimidil-4-azidobenzoat,
metil-4-azido-benzoimidat, m-maleimido-benzoil-N-hidroxi-szulfo-szukcin-
imid-észter, N-hidroxi-szukcinimidil-4-azido-szalicilsav, p-nitrofenil-
2-diazo-3,3,3-trifluoro-propionat, N-szukcinimidil-/4-azidofenil/-1,3’-
ditio-propionat, szulfoszukcinimidil-2-/m-azido-o-nitrobenzamido/-etil-
1,3’-ditiopropionat, N-szukcinimidil-6-/4'-azido-2'-nitrofenil-amino/-
hexanoat, szulfoszukcinimidil-2-/p-azido-szalicil-amido/-etil-1,3’-di-
tiopropionat, N-szukcinimidil-/4-jéd-acetil/-aminobenzoit, szukcinimi-
dil-4-/N-maleimidometil/-ciklohexdn-1-karboxilat, szukcinimidil-4-/p-
meleimido-fenil/~butirat, N-szukcinimidil-3-/2-piridil-ditio/-propionat,
bisz[?-/szulfoszukcinimidooxi—karbonil—oxi/~etil]-szulfon, diszulfo-
szukcinimidil-tatrat, etilén-glikol-bisz/szulfoszukcinimidil-szukcinat/,
m-maleimido-benzoil-N-hidroxi-szulfoszukcinat, szulfoszukcinimidil-/4-
azio-fenil-ditio/-propionat, szulfoszukcinimidil-6-/4’-azido-2’-nitro-
fenil-amino/-hexanoat, szulfoszukcinimidil-/4-jéd-acetil/-aminobenzoat,
szulfoszukcinimidil-4-/N-maleimidometil/-ciklohexan-1-karboxilat, szul-

foszukcinimidil-4-/p-maleimidofenil/-butirat és 2-iminotiolan.
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Az elbényben részesitett Osszekoté molekuldk kiilonosen reagdlnak az ami-
nosavak -SH csoportjaival, azaz olyan ditio-vegyiiletekkel, mint ditio-
eritrol, ditiotreitol, dimerkap-benzol, 1,4-butan-ditiol, 1,3-propan-
ditiol, rovid aminosav-lancok, melyek két ciszteinnel vagy egyéb -SH
keresztkdtésii anyaggal rendelkeznek, mint bisz-maleimidohexan, m-male-
imidobenzoil-N-hidroxi-szulfoszukcinimid-észter, N-szukcinimidil-/4-jé6d-
acetil/-aminobenzoidt, szukcinimidil-4-/N-maleimido-metil/-ciklohexdn-1-
karboxiléat, szukcinimidil-4-/p-meleimido-fenil/-butirat, N-szukcinimi-
dil-3~/2-piridil-ditio/-propiondt, m-maleimidobenzoil-N-hidroxi-szulfo-

szukcinit.

Az aminosavcsere és ebbdl kodvetkezden egy mésik deszulfato-hirudinhoz
vagy Osszekotdhoz vald kapcsolédids olyan teriileten torténik, ami a de-
szulfato-hirudin hatdsa szempontjdb4il nem lényeges. A deszulfato-hiru-
din két funkcionalis domént tartalmaz, melyek az o(-trombin filiggetlen
részeihez kapcsolédnak; egy kompakt N-termindlis magdomén, mely a trom-
bin katalitikus teriiletéhez kapcsolédik /Chang et al., J. Biol. Chem.
/1990/, 265, 22159-22166/, és egy rendellenes C-terminalis vég, ami ki-
egésziti az enzim kiils8 részét /fibrinogén felismerd rész/ /Maraganore
et al., J. Biol. Chem. /1989/, 264, 8692-8698/. Két monomer Gsszekapcso-
lasa a C-terminalis teriiletén keresztil nem kivanatos, mivel majdnem
minden aminosav-maradék e doménon beliil sziikséges a deszulfato-hirudin
teljes hatdsdhoz /Chang, J. Biol. Chem. /1990/, 265, 22159-22166/. A-
zonban az N-termindlison beliil van egy rugalmas spiral /30-40 maradék,
kiilonosen 31-36 maradék/, ami a feliileten helyezkedik el, és messze van
a trombinkdté résztél /Gritter et al., EMBO /1990/,9, 2361-2365/. A de-

szulfato-hirudin monomerek atalakitdsa és a deszulfato-hirudin monomerek
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jelen talalmany szerinti konjugdtumokkd vald Osszekapcsoldsa eldényds a
7-50 aminosav maradék kozotti teriileten, eldnybsebb a 30-40 kdzotti te-
riileten, és kiilon&sen elényds a 31-36 kozotti teriileten. Leginkabb e-
18nyben részesiil a HV1 deszulfato-hirudin, ahol Asp33—at cisztein he-
lyettesiti. Ezért a deszulfato-hirudin muteinek vagy szarmazékok mono-
merjei vagy a deszulfato-hirudin mutein vagy monomer szarmazéka és az
Osszekdtd csoport elénydsen a 7-50 aminosav-maradék kozotti tertileten,
eldnydsebben a 30-40 kozotti teriileten és legelénydsebben a 31-36 ko~

zotti teriileten keriil osszekapcsolésra.

Az aminosav megvaltozasdnak kdszonhetSen a kialakuld médosult deszulfa-
to-hirudin lanc hajlésa eltérd lehet a médositds nélkiili deszulfato-hi-
rudin hajlasato6l. Ha az eredeti deszulfato-hirudin-szerkezet nem spon-
tan médon alakult, az izolalt deszulfato-hirudin megfelell feltételek
mellett denaturdalhatd és Gjbél osszehajthatd olyan alakzativa, hogy

trombingatlé hatast mutasson.

Szamos publikdcid jelent meg, melyek baktériumgazddkban termelddott e-
gyes fehérjék Gjbdli Osszehajtasi kisérletérél szamolnak be, vagy me-
lyek mids médon vannak denaturalt vagy nem természetes alakban. Dimer,
biolégiailag aktiv humén telep kialakuldsa, ami Osztonzi az 1. faktort
/CSF-1/ E. coli-ban valé kifejezés utdn, keriilt leirdsra WO 88/8003-ban
és Halenbeck, R. et al. Biotechnologie /1989/, 7, 710-715. oldalon. A
leirt folyamatok magukba foglaljdk a komplexekbdl redukcids kdriilmények
kozott izoldlt CSF-1 monomerek kezdeti oldhatéva tételének lépéseit ka-
otrép kornyezetben, ami karbamidot vagy guanidin~hidrokloridot tartal-

maz, aminek Gjbéli Osszehajtisa a kaotrdp anyagok lépésenkénti higita-
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saval végezhetd el, és az (jbdl Osszehajtott molekula redox-rendszerben
torténd végsé oxidacidjaval WO 88/8849-ben rekombindns interleukin-2
/IL-2/ visszanyerésére iranyuld folyamat keriil leirdsra, azzal jellemez-
ve, hogy a refraktil testekbdl izoldlt IL-2-t redukcids koriilmények ko-
z6tt 6 M guanidin-hidrokloriddal denaturaljak, az oldhatd IL-2-t Cu2+
ionok jelenlétében ellendrzott oxidacidval oxidaljak, és az oxidalt
IL-2-t a denaturalészer koncentraciéjanak csokkentésével az oldatban Gj-
b6l Gsszehajtjidk. Interleukin-2-t és interferon-8-t hajtottak Gjbél 6sz-
sze SDS felhaszndlaséval az oldhatéva tételhez és Cu2+ ionok felhaszna-
lasaval a teljesen redukdlt protein oxidaciégyorsitéjaként /US-A-
4572798/. A rekombinans refraktil proteinek elvalasztasi folyamata, a-
hogyan US-A-4 620 948-ban leirasra keriilt, erdsen denaturalé anyagokat
foglal magéba, hogy oldhatéva tegye a proteineket, redukciés koriilménye—
ket, hogy megkonnyitse a helyes Osszehajtadst és a denaturins visszadlli-
tasat levegd vagy mds oxidaldé anyag jelenlétében, hogy atalakitsa a di~
szulfid-kotéseket. Nem Osszehajtott proteinek, ami citokrém c, ovalbu-
min és tripszin inhibitort foglal magaba, renaturalasi médszere keriil
leirasra WO 86/5809-ben,ami a denaturalt protein szilird matrix-szi rever-
zibilisen vald kotésével és a denaturdldszer higitasaval valé fokozatos
renaturdlasaval torténik. Az eldzdekben felsorolt hivatkozasok csupan
annak a hatalmas mennyiségii irodalomnak a képviseldéi, ami a kiilonbozd
forrasokb6l nyert nem természetes proteinek Gjbdli Osszehajtasaval fog-
lalkozik. Masrészt, aki jaratos a témédban, tudja, hogy az Gjbéli Ussze-
hajtasi kisérletek eredménye nem josolhatd meg. A sikertelen kisérletek-
rél altaldban nem szamolnak be. Nem biztos, hogy a leirt (jbéli Sssze-
hajtiasi feltételek valamelyike egyiltalan miikodne egy megadott denatu-

ralt proteinnel, mint deszulfato-hirudin muteinekkel vagy szarmazékokkal.
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Figyelembe véve azt a tényt, hogy a médositatlan deszulfato-hirudin 6
ciszteinmaradékot tartalmaz, és a deszulfato-hirudin HV1, ahol az Asp33—
at cisztein helyettesiti, 7 ciszteinmaradékot tartalmaz lanconként, va-
lamint szdmos intramolekularis diszulfid-kotést, melyek a hatékonysig-
hoz sziikségesek, rendkiviil nehéz feladat biolbégiailag aktiv polimer és
kiilondsen dimer deszulfato-hirudint eldallitani monomer, denaturalt, vagy

masképpen nem természetes alakjabdl.

Ezért a taldlmany targyat képezi mddszer létrehoziasa deszulfato-hirudin

muteinek vagy szarmazékok szétnyitasara és G(jbdli-dsszehajtasara biold-

giailag aktiv polimer és kiildndsen dimer formava, ami a kovetkezd 1épé-

seket foglalja magaba:

— a fentiekben definidlt deszulfato-hirudin denaturalasa kaotrdép anyag-
gal,

- a deszulfato-hirudin renaturdldsa Gjbdli Osszehajtisi feltételek mel-
lett, és ha sziikséges

- a deszulfato-hirudinok Osszekapcsolisa bsszekdotl segitségével vagy

kozvetleniil.

Kaotrdp anyagok azok, melyek megfeleld koncentrdcidban képesek a protei-
nek hatékony denaturdldsira a megfeleld protein térbeli konfigurécidja-
nak megvaltoztatasaval feliiletiik médositasaval, vagy a hidrataltsagi al-
lapot, az olddszerkdrnyezet vagy vizes oldatokban az oldészer-felszin
kolcsvnhatds valtoztatasival, ami j6l ismert a szakteriileten. Példak
ilyen kaotrép anyagokra vagy denaturdld szerekre karbamid, guanidin-hid-
roklorid, natrium-tiocianat koriilbeliil 4-9 mél koncentrédciétartoményban,

és detergensek, mint SDS, amely 0,01-2%-os nagysagrendi koncentraciéban
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keril alkalmazisra. Vizes oldatok savanyitdsa pH = 4 ald vagy laGgos ko-
riillmények pH = 10 f5lott és a megemelt hdmérséklet a monomer denatura-

16dasat okozza.

Az "Gjbdéli Osszehajtis feltételei" kifejezés olyan pufferkoriilményekre
vonatkozik, ahol a denaturdlt monomer szamdra lehetséges lesz a bioldgi-
ai aktivitast mutatd konformacibé felvétele. A hagyoményos pufferrendsze-
rek, mint a Tris-, foszfat-, karbonat- vagy citrat-pufferek, koriilbeliil
PH = 6-10-ig terjedé tartomanyban haszndlhatdk. Az Gjbéli Ssszehajtas
feltételei eldsegitik a diszulfid-kotés kialakuldsat. Ezek a feltételek
magukba. foglal jak példaul oldédast eldsegitd szer és redox rendszer je-
lenlétét, amely lehetdvé teszi a tiol-/diszulfid-parok folyamatos oxi-
daciéjat és redukcidjat. A pufferrendszer ezen kiviil tartalmazhat meg-

feleld sékat.

Megfeleld, oldddast eldsegitd szerek detergensek, eldnydsen enyhe deter-
gensek, szerves, vizzel elegyed8 olddszerek, vagy foszfolipidek vagy e-

zek keverékei.

Megfelel$ redox rendszerek azok, melyek el8segitik diszulfidok kialaku-
lasat, példaul kis molekulatomegi szulfhidrii/diszulfid-reagenskombina-
cidék, mint a gutation oxidalt és redukalt formidjaban, ditiotreitol oxi-
dalt és redukalt formijaban, B-merkapto-etanol vagy B-merkapto-metanol
oxidalt vagy redukalt formdjédban, cisztein és redukalt formaja, ciszta-
min és redukdlt formaja koriilbeliil 1-100 mM koncentrécidéban, kiilondsen

koriilbeliil 1-10 mM koncentréaciéban. Tioredoxin vagy diszulfid-izomera-

zok kortilbeliil 10-1000 Jng/ml koncentracidénal, kilondsen 50-200 s.g/ml
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koncentraciénal alkalmazhatdok a kis molekulattmegii szulfhidril-/diszul-

fid-rendszer helyett.

Adott esetben, az intermolekuladris és intramolekuldris diszulfid-képzés
tovdbbi ellsegitésére Cu2+-ionokat /mint CuCl2, Cu/N03/2 vagy o-fenant-
rolin/Cu2+ komplexek/ vagy Fe3+-ionokat /mint Fe013 vagy Fe2/304/3/
tartalmazé, oxidacidét eldsegitd szer adhatd az Gjbéli Osszehajtogatis-—
hoz hasznadlt pufferhez. Hatékony mennyiség az a mennyiség, amely minima-
lisan sziikséges a s?ulfhidril-csoportok oxidaci6jahoz megfeleld iddtar-
tamon beliil, és amely kozel ekvivalens a szabad szulfhidril-csoportok
koncentracidjaval a kivant diszulfid-kotések képzésében résztvevd de-
szulfato-hirudin muteinekben vagy szarmazékokban. Az eldényds mennyiségek

tartomanya 0,001-100 MmM.

Tovabba O2 vagy levegl buborékoltathatd at az Gjbdli Ssszehajtashoz
hasznidlt pufferen oxidiciét eldsegitd szerek jelenlétében vagy tédvollé-

tében. Az oxidacid kivitelezhetd elemi j6d vagy benzokinon-szarmazékok

alkalmazasaval is.

A deszulfato~hirudin 1. varians esetén, ahol példaul az Aspss-at cisz-
tein helyettesiti [/Cys33/HViI, a denaturacidés, hajtogatéasi és dimeriza-
cidés 1épéseket adltaldban a deszulfato-hirudin onmagdban ismert médon tor-
téndé izoldlédsa utén végezzikk annak érdekében, hogy homogén terméket kap-
junk. A kiindulésként izoladlt deszulfato-hirudin példaul denaturidlva

van guanidin-hidrokloptd” redukcids koriilmények kozott torténd adagola-
saval, Gjra van hajtogatva a guanidin-hidrokloridZettavolitédséaval lagos

koriilmények kozdtt, és ezt kovetden a [Cy533]HV1 monomerek oxidalasa és
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eqyideji dimerizilasa torténik [Cys - ]HV1-[Cys° JHV1 dimerré.

A Cys33 monomer és a dimer egyardnt nagy aktivitasa antikoagulans, és
trombininhibiciés potencidljuk alig megkiildnboztethetd /+3%/. Ez azt su-
gallja, hogy egy diszulfato-hirudin dimer két X-trombin molekulihoz K&-

tédik.

Szintetikus Osszekdtdé molekula esetében az Gjbdl osszehajtott deszulfa-
to-hirudin muteinek vagy szdrmazékok Onmagiban ismert médon kapcsolhatdk
az Osszekotd molekuldhoz. A reaktiv aminosavak, melyeknek nem kell az
Osszek6td molekuldhoz kapcsolédniuk, védhetdk a szok&dsos védbécsoportok—
kal, amelyek példaul leirasra keriiltek a kovetkezd konyvekben: "Protec-
tive Groups in Organic Chemistry", Plenum Press, London, New York 1973,
""Methoden der organischen Chemie", Houben-Weyl, 4th Ediﬁion, Vol. 15/1,
Georg-Thieme-Verlag, Stuttgart 1974 és Th. W. Greene, "Protective Groups
in Organic Synthesis", John Wiley and Sons, New York 1981. A védécsopor-
tokra jellemzd, hogy kdnnyen eltavolithatdk anélkiil, hogy masodlagos re-

akcidk torténnének példaul szolvolizis, redukcid vagy fotolizis 3altal.

A véltoztatasok a deszulfato-hirudin mutein vagy szarmazékok aminosav
sorrendjében tdrténhetnek helyben iranyitott mutagenezissel, ha geneti-
kailag kédolt aminosavak beépitése sziikséges Maskiilonben legalabb a de-
szulfato-hirudin mutein vagy szarmazékok viltoztatast hordozé részét ké-
miailag kell szintetizdlni, példdul az elsé genetikailag szintetizilt
deszulfato-hirudin mutein vagy szarmazék rész szilard fazishoz kapcsola-
sdval és a hianyzd gybkdk a rogzitett polipeptidhez valé, onmagaban is-

mert médon todrténd hozzadadasaval.
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Az egyszeriiség kedvéért a deszulfato-hirudin médositasa, azaz egy amino-
sav megvédltoztatdsa nem proteinszinten torténik. Ehelyett eldnyds a de-
szulfato-hirudint kédolé gén mddositésa helyben irdnyitott mutagenezis-
sel olyan médon, hogy a médositott gén gazdaszervezetben torgénd kifeje-
z8désekor a kivant deszulfato-hirudin mutein képz8dik, melyben egy vagy
tsbb aminosav helyettesitve van olyan aminosavakkal, melyek kotést tud-
nak képezni egy tovabbi deszulfato-hirudinnal vagy egy kapcsoldédé mole-
kulaval. Egy elényos megvaldsitdsi méd egy aminosav helyettesitése cisz-

teinnel.

A deszulfato-hirudin mutein taldlmény szerinti elddllitasi médja a meg-
feleld taplalasi feltételek kozsott transzformdlt gazdasejtek tenyészté-
se, melyek olyan DNS-szekvenciat tr+talmaznak, ami azt a hirudin muteint
kédolja, melyben egy vagy tobb aminosav olyan aminosavval van helyette-
sitve, ami képes kotést képezni egy tovabbi deszulfato-hirudin muteinnek
vagy egy kapcsolé molekulénak, valamint ennek a deszulfato-hirudin mu-

teinnek az izolaléasa.

Megfeleld gazdasejtek példaul paktériumok, példaul az E. coli, vagy eu-

karidta gazdasejtek, példaul az élesztd, mint a Saccharomyces cerevisiae.

A jelen talalmény esetében az elénySs gazdaszervezet a Saccharomyces

cerevisiae.

A gazdasejtek, kiilondsen az élesztd, mely a fenti DNS-szekvenciat tar-

talmazza, dnmagdban ismert médon tenyészthetd.

A DNS-ek, beleértve a SEQ ID NO:5 és 7-ben bemutatottakat, a technika
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4114s4bél ismert médon gyadrthaték. E DNS-ek gyadrtasi médszerei magukba
foglaljadk a DNS kémiai szintetizdlisat, a nem kivant aminosav maradék-
nak megfeleld médon valé kimetszését a DNS ezt tartalmazd részébdl az
eredeti hirudin génbdl és a kimetszett rész helyettesitését egy DNS
szegmenssel, ahol a szdébanforgd kédon szubsztitudlva van egy dezoxiribo-
nukleotid triplettel, mely a kivant aminosav maradékot kdédolja vagy
"site directed'" mutagenezissel végzett dezoxiribonukleotid szubsztitu-

ciét.

A DNS kémiai szintézise j6l ismert a technika all14sabdl, és szokasos
mészerek hasznalatat igényli. A megfeleld médszereket S. A. Narang
gyiijtotte Ossze /Tetrahedron /1983/,33, 3/.A médszerek részletesen a
146785 publikacidés szami eurdpai szabadalmi bejelentésben keriiltek le-

irasra.

Az érett hirudin DNS egy részének kihasitasat restrikcidés enzimekkel
lehet megvaldsitani. Ennek a mddszernek eldéfeltétele megfeleld restrik-
ciés helyek hozzaférhetésége a valtoztatni kivant kodon szomszédsaga-
ban. Endonukle.sz -hasitdssal egy kis restrikcidés fragmens - mely nem-
kivdnt aminosav.kodonjait tartalmazza - eltdvolithaté. A megfeleld két-~
szali DNS szekvencia eldallithatd példaul kémiai szintézissel, melyben
a kivant aminosavat kédold tripleteket haszniljdk. A DNS fragmenst meg-
felelSen elhelyezve a maradék nagy fragmenshez kapcsoljdk, hogy a de-
szulfato hirudin muteint k6dolé kétszali DNS szekvencia keletkezzék. A
kényelem kedvéért, és hogy a hirudin gén kezelését meg lehessen kdnnyi-
teni, az utdbbi eldnydsen egy nagyobb, megfeleld kapcsolé molekulakkal

ellatott DNS szegmensbe van belefoglalva, mely lehetévé teszi a szeg-
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mens beillesztését és klonozasat egy kldénozd vektorba.

A jelen taldlmdny eldnyos megvaldsitdsi médja a SEQ ID NO:7 DNS-szekven-
cidkat tartalmazé DNS-ek el84llitdsa "site-directed" mutagenezis Gtjan.
Ez a médszer egy in vitro mutagenezis eljaras, amellyel a klénozott DNS
egy régidjidban egy meghatirozott hely valtoztathaté /vo. M. J. Zoller

and M. Smith, Methods Enzymol1/1983/, 100, 468; D. Botstein and D. Shortle

Science, /1985/, 229, 1193 beszamold cikkekkel/.

A vad tipust hirudin gén mutdcids mdédszerére jellemzb, hogy az egyszAalq,
vad tipusa hirudin gént vagy az egyszald, vad tipusd hirudin gént tar-
talmazbé DNS-t hibridizaljak egy primer oligodezoxiribonukleotidda, amely
a mutdlandd hirudin gén teriiletének komplementerje, kivéve azt az egy
vagy tobb hibat, amely az egy vagy tobb muticidét iranyitja, a hibridi-
zalt oligodezoxiribonukleotidot primerként alkalmazzdk a kiegészitd
DNS-szal szintézisének inditasdhoz, a kapott részben kétszala DNS-t at-
viszik egy befogadé mikroorganizmus tdrzsbe, példaul PCR-en keresztiil,

a mukroorganizmus torzset szaporitjak, é&s a DNS-t tartalmazd transzfor-

matorokat, melyek médositott hirudin gént tartalmaznak, kivalasztjak.

Egy elénybs megvalssitds esetében az /1/ és /4/ oligodezoxinukleotid
primereket, mint lenti és fenti komplementereket hasznil jak a templat
DNS-t kiegészitdé kivant szekvenciénal, a két felsd, /2/ és /3/ primert
azért haszniljak, mivel részben egymas komplementerei, és mindkettd fe-
di a mutidcidé helyét. A PCR /1/ és /3/ primereket és a /2/ és /4/ prime-
reket parosaval hasznidljdk a DNS templat részeinek kiegészitésére és a

mutacid bevezetésére. Egy masodik reakcidéban mindkét terméket Osszeke-
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verik, és kiegészitik az /1/ és /4/ primerekkel.

A vad tipusd hirudin gént eldénySsen plazmidban helyezik el, példaul az
EP-A-143 081 vary EP-A-340 170 publikdcids szami szabadalmi bejelentés-
ben leirt valamely plazmidban. A mutagenezishez a hirudin gént eldényo-
sen izolaljak a plazmidb6l, példaul restrikcids endonukledzzal tdrténd
feltéréssal, mely kétszalli DNS-t eredményez, mely a hirudin gént tartal-
mazza, adott esetben mas funkcidékkal Osszekapcsolva, példaul promotor,
jelzd peptid DNS stb. ragaddés végeket hordozva, valamint kiegészitve
PCR-en keresztiil vagy ligdlva egy megfeleld restrikciés fragmenssel, ami
egy replikativ formahoz vagy egy egyszalli DNS faghoz tartozik, mint egy
M13 fiag szarmazékdhoz, példaul M13mp8 vagy M13mp9. Alkalmas mikroorga-
nizmusokat, példaul kalciummal kezelt E. coli sejteket kezelnek a hib-
rid fag vektorral, és a beillezstett hirudin gént tartalmazd, egyszalil
fag DNS-t izolaljak a szaporitott sejtek feliilusz6jabdl. Ehhez a temp-

l4thoz a hibads /mutdlt/ oligodezoxiribonukleotid primer hibridizaldédik.

Néhany, az irodalomban leirt médszer fiigg a mutadlt primer enzimes ki-
terjesztésétll a kor alaki templat mentén, melyet ligacid kdvet, mely
kovalensen zart, kétszdld molekulat eredményez, ahol a muticid/k/ az
djonnan szintetizalt szAlban vannak. Ezen el jards Altalédban alacsony
hatékonysagi, ezért médositott eljarist fejlesztettek ki /K. Norris et
al., Nucl. Acids Res. /1983/, 11, 5103/, amelyben egy masodik primert
alkalmaznak. M13 f4g vektor esetében eldnySsen egy altaldnos M13 szek-

venciat eldallité primert hasznidlnak /EP-A-225- 286/.

Deszulfatohirudint kédold DNS szekvencidkat tartalmazdé hibrid vektorok

A talalmany olyan hibridvektorokra is vonatkozik melyek egy promotort
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és egy olyan humdn deszulfato-hirudin muteint k&dold DNS szekvenciat

tartalmaznak, melyben egy vagy tobb aminosav olyan aminosavakra van fel-
cserélve, melyek képesek kdtést képezni egy tovabbi deszulfato-hirudin-
nal vagy egy kapcsold elemmel, a DNS szekvencia nevezett promotor transz-

szkripciés iradnyitasa alatt &ll.

A taldlmany szerinti hibrid vektorokat a hibrid plazmidbdl és egy line-
4ris DNS vektorbél al116 csoportbdl valasztjék ki, és a tovabbi szelekcid

a transzformicidban felhaszndlt gazdaszervezettdl fiiggden torténik.

Promotorok az éleszt8 szamara — melyek a legeldnydsebb gazdaszervezetek
jelen taldlminy esetében - élesztd eredetii genom DNS-bSl szarmaztatot-

tak, kiilondsen Saccharomyces cerevisiae - eredetiiek. Eld8nydsen erdsen

kifejezett élesztd gént hasznalnak deszulfato-hirudin muténsok kifeje-
zésére. Igy a TRPL gén, az ADHI vagy ADHIT gén, az acid foszfataz /gﬁgg/
gén, CUP1 gén, izocitokrém c gén, vagy a glikolitikus enzimeket kédold
gének promotorjai, mint példaul a TDH3, gliceraldehid-3-foszfat dehid-
rogendz /GAPDH/, vagy elényds a GAPDH rdviditett verzidja /GAPFL/, vagy
a 3-foszfoglicerdt kinéz /EQE/' hexokindz, piruvat dekarboxildz, fosz-
fofruktokinaz, glukéz-6-foszfat isomeraz, 3-foszfoglicerat mutaz, piru-
vat kinaz, trioszefoszfat izomeraz, foszfoglukéz izomeréaz, invertaz és
glokukindz gének, vagy egy promotorja az élesztdszaporité feromon gén a-
vagy o~-faktort kédolé génje alkalmazhatd. A jelen taldlmany szerinti
eldnyds vektorok transzkripcids szabalyozasi promotorokat tartalmaznak.
Az ilyen tipusi promotorok, azaz a PHOS vagy CUP1 gének ki-be kapcsolha-
t6k a novekedési feltételek valtoztatésaval. Példaul a PHOS promotor

be- és kikapcsolhaté akaratunk szerint, csupan a tépkdzegben az inorga-
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nikus foszfat koncentracidjanak novelésével vagy csokkentésével. Igy a
promotor kikapcsolhaté az élesztd exponencidlis novekedési fazisaban,

és bekapcsolhatd csupdn a korai staciondrius fazisban a maximilis sejt-
siiriiségnél, mely lehetSvé teszi a gén kifejez6dését, melyet a PHOS pro-
moter iradnyit. A CUP1l promoter bekapcsolhatd Cu2+ ion tapkdzeghez ada-

saval példaul réz-sé formajaban.

A jelen taldlminy szerinti hibrid vektorokban a promoter miikodéképesen
kacsolédik a mutans hirudint kédolé régidhoz, igy biztositva a deszulfa-
to-hirudin mutein hatékony kifejezddését. A jelen taldlminy eldnyds meg-
valésitdsi médja szerint, kiildndsen, ha élesztéthaszndlnak gazdaszerve-
zetként, egy jelzd szekvencia a konstrukciéba bele van foglalva. Megfe-
leld jelz8 szekvencidka kivdlasztott élesztd gén termékek, példaul a
PHO5, invertaz vagy o(-faktor jelzd szekvencidk vagy a hirudin jelzé
szekvencia. Mas esetben egyesitett jelz8 szekvencidkat is lehet létre-
hozni az élesztd promoterhez természetesen kapcsolédé gén jelzd szek-
venciidjabél és a hirudin jelzd szekvencia egy részébdl osszekapcsolva.
Azok a kombinacidk eldnydsek, amelyek lehet8vé teszik a preciz hasitast
a jelzd peptid és az érett, kialakult hirudin aminosavszekvencia kozott.
Jarulékos szekvencidk, mint proszekvencidk vagy spacer szekvencidk, a-
melyek hordozhatnak vagy nem hordozhatnak specifikus eljarasjeleket,
szintén benne lehetnek a szerkezekben, hogy eldsegitsék a prekurzor mo-
lekulak pontos termelSdését. Tovahba egyesitett fehérjék képezhetdk,
melyek olyan belsd eljérdsjeleket tartalmaznak, amik az in vivo vagy

in vitro fehérjeképzddést szabilyszeriien teszik lehetdvé. Elénydsen az
eljaras jelek Lys-Arg maradékot tartalmaznak, amelyeket a Golgi-membra-

nokban elhelyezkedd élesztd endopeptiddzok felismernek.
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A mutans hirudin gén kifejezddésekor a termék a kivalasztasi csatorniba
keriil, és a periplasmikus térbe transportéilédnak. Ha tovabbi kivalasz-
tédast sikeriil elérni a sejtfalon keresztiil a tapkozegbe, akkor jelen-
t8s hozamndvekedés lehetséges. A kinyerés is egyszeriisddhet sejtfelta-

ras nélkiil.

Elé6nyosen, a jelen talalmany szerinti hibrid vektorok egy olyan gén
3'-oldal szekvenciajat is tartalmazzak, melyek a transzkripcié lealli-
tasat illetve a poliadenilécidt eldidézd megfeleld jeleket tartalmazza.
A megfeleld 3’-oldalszekvencidk példaul azok, amelyek az alkalmazott
promotorhoz természetesen kapcsolt gének vagy mas élesztd gének 3’-o0l-

dalfrekvenciai, példdul a PHO5 gén.

A taldlmany szerinti elényds hibrid plazmidokban a jarulékos DNS szek-
venciak egy élesztd replikdciés origdt és egy szelektiv élesztd geneti-
kai markert hordoznak az élesztd replikacidés origét, azaz autoném médon
replikd156d6 szegmenset /Ars/ tartalmazd hibrid plazmidok extra kromo-
szémédlisan maradnak az élesztdsejten beliil a transzformicid utan, és
Onalléan replikdlédnak a mitézishoz. Az élesztd 2m plazmid DNS-sel ho-
moldg szekvencidkat tartalmazé hibrid plazmidok szintén hasznalhatdk.
Ezek a hibrid plazmidok a 2Mm plazmidokba rekombiniciéval integraldd-
nak, melyek mar a sejtben jelen vannak, vagy nalldan replikdlédnak. a
2 m szekvencidk kiilondsen alkalmasak nagyfrekvencidji transzformicids

plazmidoknak, és nagy masolati szamokat biztositanak.

Tovdbba a jelen taldlmany szerinti elényds hibrid plazmidok magukba

foglalhatnak egy DNS szekvenciat egy gén részeként, mely a gazdaélesztd
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kromoszémaban van jelen /példaul a PHOS gén vagy promotorja, mely a mu-
tan hirudint kédolé régidhoz van kapcsolva/. A homoldg szekvencia foly-
tédn, amelynek koriilbeliil 20-100 dezoxinukleotid hosszisaginak kell len—
nie, az egész plazmid vagy linedris szegmense stabilan be tud épiilni a
gazda kromoszdmaba rekombinacid Gtjan. Igy szaporitis soran az utdédse j-
tek megérzik a bevitt genetikai anyagot még szelekcids nyomds nélkiil is.
.
Ami az élesztd szelektiv génmarkert illeti, barmely olyan gén hasznalha-
t6, ami eldsegiti a marker fenotipusos kifejez8désének megfeleld transz—
forménsok szelekci6jat. A megfeleld élesztdmarkerek kiilondsen azok, me-
lyek antibiotikum rezisztenciat fejeznek ki vagy az auxotrdéf élesztdmu-~
tansok esetében a gének, melyek a gazdakdrosodasokat pétoljik. A megfe-
leld gének biztositjak példaul az antibiotikus cikloheximiddel szembeni
ellenalléképességet, vagy a prototréfiat biztositjdk egy auxotrdf élesz-

témutansban, példiul az URA3, LEU2, HIS3 vagy TRPl gén, Lehetséges mar—

kerként struktiralis gének alkalmazdsa is,amelyek kapcsolédnak egy au-
toném médon replikaldds szegmenshez, biztositva, hogy a transzformaldds

gazda auxotrdf a marker 4ltal kifejezett termékkel szemben.

Eldénydsen a jarulékos DNS szekvencidk, melyek jelen vannak a talalméany
szerinti hibrid plazmidokban, szintén tartalmazhatnak egy replikacids
origdt és egy szelektiv genetikai markert egy bakteridlis gazdaszerve-

zethez, kiilonosen Escherichia coli-hoz. Léteznek hasznos jellemz&8k, me-

lyek egy E. coli replikécids origé és egy E. coli marker jelenlétéhez
kepcsolédnak egy élesztd hibrid plazmidban. El&szdr nagy mennyiségii
hibrid plazmid DNS kaphatd E. coli-ban szaporitéssal és erdsitéssel, és

masodszor hibrid plazmidok konstrukciéja megfelelden elvégezhetd E. coli-
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ban az E. coli-n alapuld klénozdsi technoldgia teljes eszkdztaraval. Az
E. coli plazmidok, mint a pBR322 és hasonlék, E. coli replikéciés ori-
gbét és egy antibiotikumokkal, példdul tetraciklinnel és ampicillinnel

szembeni rezisztenciat biztositd megfeleld genetikai markert tartalmaz-

hatnak, és eldénydsen alkalmazhatd, mint az élesztd hibridvektorok része.

A jarulékos DNS szekvencidkat, amelyek példaul élesztdk és bakteridlis
gazdaszervezet részére replikicilés origbét és genetikai markereket tar-
talmaznak, ezutdn "vektor DNS'"-nek nevezziik, amely az élesztd promotor-
ral és a mutdns hirudint kédolé régidval egyiitt alkotjadk a talalmény

szerinti hibrid plazmidot.

A jelen talalmany szerinti eldnyds hibrid vektorok a technika 4114s4abdl
ismert médszerekkel, példiaul az élesztd promotor egy muténs hirudint
kédold régid, egy élesztd gén 3’-oldalszekvencia és adott esetben egy

vektor DNS Osszekapcsolasaval.

Hibrid plazmidok eldallitasara kényelmesen feltérképezett gyiiri alaka
DNS, példaul bakteridlis plazmid DNS vagy hasonlék alkalmazhatdk, ha
legalabb egy restrikciés teriilettel, eldénydsen 2 vagy tobb restrikciés
hellyel rendelkeznek. El&énydsen a vektor DNS mar tartalmazza a replika-
ciés origbékat és génmarkereket az élesztbék és/vagy egy bakterialis gaz-
daszervezet részére. A vektor DNS hasitésa megfeleld restrikciés endo-
nukledzzal torténik. A lesziikitett DNS-t egy éleszt8 promotort tartal-
mazé DNS fragmenshez és egy deszulfato-hirudin muteint kédold DNS rész-
lethez kapcsoljak. A promotor és a mutdns hirudint kédolé régid kapcso-

lasa eldtt vagy utén /vagy ezzel egyidejiileg/ lehetséges a replikacids
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origd és/vagy markerek az élesztd8be vagy egy bakteridlis gazdaszervezet-
be vald bevitele. Mindenesetre a restrikcié és a kapcsolds koriilményeit
olyan médon kell megvdlasztani, hogy ne legyen interferencia a vektor
DNS és a promotor lényegi funkcidival. A hibridvektort vagy szekvencia-
lisan vagy 2 olyan DNS szegmens Osszekapcsoldsdval lehet felépiteni, a-

hol az Osszes szdbanforgd szekvenciat tartalmazza a két DNS.

Kiilonbdz8 technikak alkalmazhatdk in vitro a DNS szegmensek Osszekapcso-
lasara. Letompitott végek /teljesen bazisparban 4116 DNS kett8s spira-
lok/,bizonyos restrikciés endonukledzokkal eldallitva, kozvetleniil dsz-
szekapcsolhaték T4 DNS ligédzzal. Gyakrabban a DNS szegmensek egyszali
tapadd végeiben keresztiil kapcsolédnak, és kovalensen zartak egy DNS
ligdz, példaul T4 DNS ligaz utjan. Ilyen egyszAala "tapadbs végi" DNS
mas endonukledz csoporttal vald hasitdsaval 4llithatd eld, ami lépcsdsen
elhelyezkedd végeket eredményez /a DNS kettds spiral két széala kiilon-
b6z3 helyeken van elhasitva néhany nukleoditnyi tavolségra/. Egyediilallo
szalak el8allithatdk nukleotidoknak a legdmbdlyitett véghez vagy a sza-
bad végekhez valé hozzdadasédval termindl transzferdz alkalmazésaval
/"homopolymeric tailing"/ vagy egyszeriien a legombblyitett DNS szekven-
cia egyik szadlanak visszabontaséaval megfeleld exonukleaz - olyan, mint

a A exonukleaza - alkalmazésaval. Egy tovébbi megkdzelités szabad vé-
gek eldallitdsara tartalmazza a legbmbolyitett végii DNS-hez egy kémiai
Gton szintetizalt kapcsol4ddé DNS osszekapcsoldsat - amely tartalmaz egy
felismerdhelyet egy szabad vég formalé endonukleazhoz- és a kapott DNS

emésztését a megfeleld endonukledzzal.

A talalmany szerinti hibrid vektor alkatrészei; élesztd promotor, a mu-
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tans hirudin strukturédlis génjei - adott esetben a szignil szekvenciat
is belefoglalva - a transzkripcié ledllitét, a replikacids rendszert
stb. beleértve, eldre meghatirozott sorrendben vannak Osszekapcsolva,
hogy a megfeleld funkcidkat biztositsdk. Azok a komponensek, melyek ko-
z0s restrikcids helyeken at vagy szintetikus kapcsolé molekuldkkal
vannak Osszekapcsolva, hogy a komponensek helyes sorrendjét és a kompo-

nensek helyes orientacifjat biztositsak.

Egy linedris DNS vektor az ismert médszerekkel elddllithatd, azaz a fen-
ti élesztd promotor muténs hirudint kédold régid és a keletkezsé DNS o-
lyan DNS ssegmenssel van elldtva, mely éleszt8génekbdl szarmazd transz-

kripcidt ledllitd jelzésekkel van ellitva.

DNS szegmensek kapcsoldsa a fent részletezett médon végezhetl tompa vég
ligaciéval, tapadds végeken keresztiil vagy kémiailag szintetizdlt kap-

csold DNS-ek atjan.

Kozelebbrdl, a hatékony kifejezés érdekében, a mutdns hirudin génnek
megfelelden kell elhelyezkednie a transzkripcids /élesztd promotor/ és
transzlacidés funkcidkat tartalmazd/riboszéma koté helyek/szekvencidkhoz
képest. El8sz6r a promotort mutédns hirudint kédold régidéval tartalmazd
lDNS szegmens ligdcidjénak meg kell valdésulnia helyes orientécidban. Ha
két orientacié lehetséges, a helyest konvenciondlis restrikciés anali-
zissel meg lehet hatarozni. A hibrid vektorok, melyek helytelenil ori-
entidlédott mutans hirudin gén inzerteket tartalmaznak, Gjra elrendezik a
gén inzert megfeleld restrikciés endonukledzzal torténd kivégasaval és

a gén és a hibrid vektor fragmens Gjradsszekapcsolasédval. Bizonyos ese-
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tekben a helytelen orientdciét két olyan DNS szegmens osszekapcsolasa—
val kertilik el, ahol mindegyik végen eltérd restrikcidés helyek vannak.
Tovabba a hibrid vektor konstruilédsédt oly médon kell végezni, ami lehe-
t8vé teszi a helyes transzkripcid kezdést és befejezést. Ami az utdbbit
illeti, az atirdsnak eldnySsen be kell fejezddnie az élesztd kromoszo-
malis DNS-b8l vagy élesztd 24 plazmidbdl szarmazd DNS szekvenciéban.
Tovabba egy megfeleld olvasé vazat kell létrehozni. Rendszerint a pro-
motor régié és a muténs hirudint k6dold régibé nukleotid sorrendje isme-
retes a kapcsolds eldtt vagy kdnnyen meghatarozhaté Ggy, hogy nincsenek

problémék a helyes olvasdkeret létrehozisakor.

Ha az érett deszulfato-hirudin mutein kifejezése citoplazméban valéd
felhalmozddasa a cél, a szignal szekvencidk vagy részeiket adott eset-
ben a promoter régiét kiovetd és/vagy adott esetben az érett muténs hi-
rudinkédolé régidét megeldzd részeiket el kell tavolitani példaul egy
exonuklezazzal, példaul Bal3l, torténd digeraldssal. Egy eldnyds régio
az élesztd promoter mutans hirudin kédold szekvenciahoz vald kapcsolé-
sdhoz a nagy mRNS inditd helye és az élesztd promotorhoz természetesen
kapcsol6dé gén ATG része kozott van. Ebben a régidban a kapcsolédashoz
a mutans hirudint kédolé szekvencidnak rendelkeznie kell sajat ATG-vel
a transzlici6 megkezdéséhez vagy biztositanie kell egy jarulékos szin-
tetikus nukleotidot. Az élesztd promotor szintén kapcsolédhat egy mutans
hirudin kédold szekvencidhoz egy szintetikus oligodeoxiribonuleotid,
mint kapcsolé molekula Gtjan. Igy a promotor régié esetleg, ha lehetsé~
ges, korlatozott kdzel 3’-terminusara, igy hianyzik a bazisparok eldre
meghatarozott szama. Analdg médon a mutéans hirudin kédold szekvencia

korlatozva lehet kdzel az 5'-terminusra. Egy szintetikus oligodeoxinuk-
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leotid olyan médon konstruidlhatd, hogy amikor az élesztd promotor és a
mutans hirudin kédold szekvencia kapcsolédik egy kapcsold oligodeoxi-
nukleotidon keresztiil, a hidnyzé bazisparokat Gjjaépitik, beleértve egy
ATG transzldcidt inditd jelet és a muténs hirudin kAédolé szekvencia egy

megfeleld olvasdé vaz az ATG inicialé kodonra vonatkozdan.

Ha csak egy deszulfato-hirudin fragmenst hasznalnak, a termelés fiigg a
fragmens hosszatél. Altalaban heteroldg proteinek kevesebb, mint 20 a-
minosavtartalommal nem fejezhetdk ki, és jizolalhatdék megfeleld mennyi-
ségben természetes gazdaszervezetkb6l, mint amilyen az E. coli és az S.
cerevisiae. Egy lehetséges médszer Kis proteinek, mint a deszulfato-hi-
rudin karboxi-terminalis fragmensének kifejezésére a kérdéses protein
beolvasztasa egy masik protein vazdba és igy egy fizidés protein képzése.
Szamos modszert fejlesztettek ki egy kivéant protein felszabaditaséra
fiziés partnerébél /Nishikawa et al., Protein Engineering 1, 487-492
/1987/; Gardella et al., J. Biol. Chem. 265, 15854-15859, /1990/;

Altman et al., Protein Engineering 4, 593-600 /1991//. Lehetséges gazda-

szervezetek a gombak, mint az élesztdk, eldénydsen az S. cerevisiae vagy

a baktériumok, mint az E. coli.

Megfeleld endogén faziés parnerek a nagymértékben kifejezett proteinek.
Elényben részesitettek a proteinek, mint az eglin, @-galaktosidéz,

(A -laktamaz, széamos, a triptofanszintézisben résztvevdé fehérje az E.
coli-ban, protein A vagy kloramfenikol acetil-transzferdz. Az S. cere-
visiae-ban eldnydsen a kiméra ubigquitin fizidés proteineket alkalmazzak

/Sabin et al. Biotechnology 7, 705-709 /1989//.
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A kivant deszulfato-hirudin karboxiterminalis fragmensét el kell tavo-
litani a fGziés partner mell8l a fGziés protein kifejezése és tisztitéa-
sa utan. Ha nincs természetes hasitasi hely a kivant fragmens és a fa-
zibés partner kozott, akkor ezt Altaldban egy kapcsold szekvenciaval vég-
zik, amely a kivant fragmenst a f(zidés partnerhez kapcsolja, és tartal-
maz egy hasitasi helyet, ahol szelektiven kémiai Gto.: vagy enzimatiku-
san lehet hasitani. Ilyen hasitédsi helyek magukba foglaljak példaul a
metionadl csoportot, amely érzékeny a brémcian témadisara, egy polipep-
tid lanc, mely egy tetrapeptid csoportot /Asp-Asp-Asp-Lys/ tartalmaz,
ami hasithaté a Lys utédn enterokindzzal vagy barmely mas specifikus en-
zimes hasitasra érzékeny hely, melyet olyan enzimekkel, mint V8 prote-

az, tripszin, peptiddz ysck vagy yscF.

Masik lehetdség rovid fragmens el8allitasédra a peptidszintetizatorral

végzett szintézis.

Ha a deszulfato-hirudin muteint vagy szdrmazékat élesztdltdrzzsel terme-
lik expressziés kazetta, beleértve egy szignilszekvenciat, alkalmazasi-
val, akkor a termelddé deszulfato-hirudin tdlnyomd tbbsége /tobb, mint
90%/ a tépkozegbe keriil kivdlasztasra. A deszulfato-hirudint a tapko-
zegb8l szokasos mbdszerekkel nyerhetjiilk ki. Példaul az elsd 1épés rend-
szerint a sejtek és a tipkdzeg folyadék szétvilasztisa centrifugilis-
sal. A kapott felililiszé feldisithatdé deszulfato-hirudinra polietiléni-
minnel vald kezeléssel a nem fehérjeszerili anyagok legnagyobb részének
eltavolitdsaval és a fehérjék kicsapdsaval, az oldat amménium-szulfatos
telitésével. A gazdaszervezet fehérjéi szintén kicsaphatdk ecetsavas

savanyitédssal /példaul 0,1%, pH = 4-5/. A deszulfato-hirudin tovébbi
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dGsitasa elérhetd az ecetsavas feliiliszé n-butanolos extrakcidjaval.
Mas tisztitdsi lépések lehetnek példaul a sétlanitas, kromatografias
eljarassal, mint az ioncserés kromatografia, gélsziiréses kromatografia,
megoszlasos kromatografia, HPLC, reverz fazisd HPLC /HPLC = nagynyomas(
folyadékkromatografia/ és hasonldk. A kverék alkotérészeinek elvalasz-—
tédsa szintén megvaldsithatdé dializissel toltés szerint gélelektroforé-
zissel vagy hordozémentes elktroforézissel a molekulaméret szerint meg-
feleld Sephadex oszloppal, affinitas kromatografiaval, példaul antites-
tekkel, kiilondsen monoklondlis antitestekkel vagy affinitas kromatogra-
fidhoz megfeleld hordozdhoz kotdtt trombinnal vagy mas eljarasokkal,
kiilondsen az irodalombdl ismertekkel. Altaldban csak néhény tisztitéasi
1épés sziikséges, hogy lényegében szennyez8kt8l mentes deszulfato-hiru-

dint kapjunk.

An anti-deszulfato-hirudinnal vagy az anti-deszul fato-hirudin antites-
tekkel végzett teszt /példaul monoklonalis antitestekkel/ a trombin
tesz /M.U. Bergmeyer /ed./, Methods in Enzymatic Analysis 1983, Vol. II,
p. 314-316, Verlag Chemie, Weinheim /FRG//, vagy a véralvadas teszt

/F. Markwardt et al., Thromb. Haemost. /1982/, 47, 226/ hasznalhatd a
deszulfato-hirudin aktivitds észlelésére az izoldlési és tisztitasi 1lé-
pések soran. Szintén lehetséges a kromatografids moédszerek alkalmazésa,

mint a HPLC.

Ezért a taldlmany egyik targy a deszulfato-hirudin eléallitasahoz egy
expressziés kazetta, amely egy promoterb8l &ll, ami mitkddéképesen kap-

esolva van egy els6 DNS szekvenciahoz, ami kédol egy jelzépeptidet, ami
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kapcsolva van egy megfeleld olvasgd vazhoz egy masik DNS szekvenciéhoz,
ami kdédolja a nevezett deszulfato-hirudint illetve -szarmazékokat és

egy DNS szekvenciat az atirasbefejezd jelekkel.

A talidlmany tovabbi téargya egy eljaras biztositédsa olyan deszulfato-hi-
rudin konjugdtumok eldallitdsara, amik lényegében kettS-négy desaulfa-

to~hirudinbdl vagy szarmazékabdl allnak, amely el jaras all

-a megfeleld deszulfato-~hirudin monomer el8411itasabdl, példaul a meg-
feleld deszulfato-hirudin kifejezésével megfeleld gazdaszervezetben,

-a deszulfato-hirudin izolalasabdl,

-a reaktiv aminosav oldallacok védelmébdl, ha sziikséges,

~a deszulfato-hirudin monomer kapcsolasdbdl egy megfeleld kapcsoldval
vagy direkt kapcsolassal, pl. diszulfid kotésen keresztiil két deszul-

fato-hirudin monomer kozott.

Gydgyszerkompozicidk

A jelen talalmény szerint kaphatd Gj deszulfato-hirudin konjugatumok ér-
tékes farmakoldgiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, és a pidcakbdl extra-
halt monomer deszulfato-hirudinhoz hasonléan profilaktikusan vagy.ki=

valtképpen terdpidsan hasznidlhatdk.

A taldlmény szerinti deszulfato-hirudin konjugatumok a természetes hiru-
dinhoz hasonlbéan a trombin erételjes inhibitorai. Példaul Ki értékiik
lO_9 M és 10_13 M kozott van. A deszulfato-hirudin konjugatumok teljesen

trombinspecifikusak, és nem mutatnak kdlcsonhatist a véralvadasrendszer
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mis proteindzaival. A toxicitds rendkiviil alacsony. Hasonléképpen tGl-
érzékenységi reakcidkat vagy allergids reakcidkat nem figyeltek meg. A
deszulfato-hirudin konjugatumok magasabb szérumbeli felezési ideje miatt

a deszulfato-hirudin napi dézisa egyetlen adagban beadhaté.

Ezért a taldlmany szerinti 0j deszulfato-hirudin konjugdtumok a termé-
szetes hirudinnal analég médon haszndlhaték a trombdézisok és tromboem-—
bblidk terdpidjaban és profilaxisdban, beleértve a posztoperativ trom-
bézisok profilaxisat /példaul szeptikus vagy politraumds sokknil/ a fo-
gyasztési koagulopatiadkat, a hemodializist, vérszeparalast és az extra-

korporalis vérkeringés megvaldsitadsat.

A talalmdny gydgyszerkészitményekre is vonatkozik, melyek terapiasan
hatékony mennyiségét tartalmazzdk legaldbb egy taldlmany szerinti vegyii-
letnek illetve farmakolégiailag elfogadhatd séjdnak, adott esetben far-

makolégiailag elfogadhatd hordozd és/vagy adalékok mellett.

Ezek a készitmények kiilondsen a fenti indikédcibékban alkalmazhatdk, ami-
kor azokat példaul parenterilisan, Ggymint intravénasan,intrakutin, szub-

kutéan vagy intramuszkulérisan.

A taldlmény a taldlmany szerinti Gj vegyiiletek és az azokat tartalmazd
készitmények emberi vagy allati test profiléktikus vagy terédpias keze-
lésére vald alkalmazdséara is vonatkoznak, kiilondsen a fent emlitett

szindrémék esetében, kiilondsen a véralvadis emberi vagy &llati testen

kiviil vagy beliil torténé gdtlédsa esetében.
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A dbézis kiildnosen a beadas meghatarozott formijatél és a terdpia illet-
ve a profilaxis céljatél fiigg. Az egyes dézisok nagysdgdt és az adagoléas
rendjét a betegség minden egyes konkrét esetében egyedi dontéssel lehet
a legjobban meghatarozni. A szakember szaméra ismeretesek a relevans
vérfaktorok meghatarozési médszerei, amelyek erre a célra szolgélnak.
Altaldban egy terdpiasan hatékony mennyiségii taldlmany szerinti vegyiilet
mennyisége injekcis esetében a kozelitden 0,005-0,1 mg/testsulykg dézis-
tartomanyba esik. A kozelitéen 0,01-0,05 mg/testsilykg dézistartomany

az eldnyss. A beadas torténhet intravénds, intramuszkulédris vagy szub-
kutédn injekcidban. Ennek megfelelden az egydbzisos, parenteralisan al-
kalmazhatd gydgyszerkészitmény ddézisonként a beadas médjatdl fiiggben ko-
riilbeliil 0,4-7,5 mg talalminy szerinti vegyiiletet tartalmazhat. A haté-
anyag mellet a gydgyszerkészitmények szokdsosan tartalmaznak egy puf-
fert, példaul egy foszfatpuffert, amely a pH-érték 3,5 és 7 kozdtt tar-
tadsdra szolgél, és natrium-kloridot, mannitolt vagy szorbitolt az izoté-
nias oldat biztositasara. A készitmények lehetnek oldott vagy fagyasztva
szaritott alakban, az oldatok elényosen tartalmazhatnak egy antibakteri-
alisan aktiv tartdsitdszert, példaul 0,2-0,3% 4-hidroxi-benzoesav metil-

vagy etilésztert.

A taldlmany masik kivitelezési formdja olyan vizes készitmény, mely vi-
zet, lagaldbb egy taldlminy szerinti vegyililetet és kalcium, magnézium
vagy cink ionokat tartalmaz vizoldhatatlan sé fomajaban. A vizoldhatat-
lan sé eldnyosen egy foszfat, mely igen oldhatatlan. Ennek a készit-
ménynek a pH-ja 4-11, eldnydsen 5-9 lehet. A fémsd koncentracidja

100 mM-600 mM, eldénydsen 100 mM-300 mM, és legeldnydsebben koriilbeliil
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150 mM. Ha a koncentricidé magasabb, mint a fiziocldégiasan alkalmazhatd
koncentracid, az oldat felhigithatd hasznélat eldtt a fizioldgiai kon-
centraciéra. A talalmédny szerinti vegyiiletek koncentréciéja 1-6oo mg/ml,
elénydsen 20-80 meg/ml lehet. Ha magas koncentracié van jelen, az hi-

githatd 20-80 mg/ml tartomdnyra haszndlat elétt.

A vizoldhatatlan sé részecskenagysdga 10-30 _gm Atmérd, eldnydsen

10-20 #Mm lehet.

E készitmény eldallithatd a taldlmdny szerinti vegyiletek vizes oldata-
ban a vizoldhatatlan sé in situ kicsapasaval. Példaul a valasztott fém
/ca, Mg vagy Zn/ kloridjat keverhetjik alkdlifém-foszfattal. A keletkezd
készitmény pH-ja ezutan bedllithatd sésav vagy natrium-hidroxid alkal-
mazasaval. Az eldnyds fém a cink. A taldlmany szerinti készitmények tar-

talmazhatnak cukrot is, példdul szukrbzt, trehaldzt vagy elénydsen man-

nitolt.

A fent leirt készitmények mellett, melyek az emberi vagy &llati testben
valdé kdzvetlen orvosi alkalmazisra készliltek, a jelen taladlmédny azokra
a gybgyszerkészitményekre is vonatkozik, melyeket az é16 emberi vagy
allati testen kiviil alkalmaznak. Ilyen készitmények kiilondsképpen a tes-
ten kiviil keringésben vagy kezelésben alkalmazott vérhez adott antikoa-
guldns adalékok /példéul az extrakorporalis keringtetés vagy a mester-
séges vesében torténd dializis/ konzervalédik és médositdék /példaul vér-
szepardcid/.Az ilyen készitmények, mint tdrzsoldatok vagy egyetlen dé-
zisformdk hasonldak Osszetételben a fent leirt injekcids készitmények-

hez, de a hatéanyag mennyisége és koncentrécidja fiigg a kezelendd vér
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térfogatatél, pontosabban trombintartalmatél. Ezzel kapcsolatban figye-
lembe kell venniink, hogy a taldlmany szerinti hatdanyagok szabad forma-
ban 8tszdrds mennyiségii trombint deaktivalnak, artalmatlanok fiziolégia-
ilag viszonylag nagy mennyviségben is, igy a taladagolas nem veszélyes
még példaul transzfizié folyamin sem. Adott céltdl figgden a megfeleld
dézis koriilbeliil 0,01-1,0 meg hatdanyag/liter vér, jéllehet a felsd ha-

tar talléphetd kockazat nélkiil.

A rajzok rovid leirésa

A kdvetkezd kisérleti részben a taldlmany kiilonbozd megvaldsitési modjai

keriilnek leirasra, hiavatlhozdssal a kisérd rajzokra, melyekben:

az 1. adbra a Cys33HV1—Cyss3HV1 dimerek Gjrahajtogatésénak sematikus be-

mutatéasa.

KISERLETI ELJARASOK

Minden DNS-manipuldcié - ha mésképpen nincs megadva - standard miveleti
leirisok szerint torténik /példaul: Maniatis,T. et al.: Molecular cloning:

a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,

New York, 1982/.

1. példa: pDP34/GAPFL-YHIR /CYS33/ plazmid létrehozésa

A deszulfato—hirudin—Cys33 - ami az 1 /HV1l/ rekominéns deszulfato-hiru-

din mutdnsa /J. Dodt et al., FEBS Lett. 165 /1984/, 180-184/,ahol a cisz-
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teinnel helyettesitik az aszpartdmsavat a 33-as helyen - élesztében

/Saccharomyces cerevisiae/ valé kifejezését a deszulfato-hirudint kédold

nukleotid megvaltoztatasdval érték el. A mddszer a polimerdz léncreakcid
/angal roviditése: PCR/ /"PCR Protocols: A guide to methods and applica-
tions" M.A. Innis, D.H. Gelfand, J.J. Sninsky, T.J. White /eds./. Acade-
mic Press, New York, 1990/, melyet GAC helyettesitésére alkalmaztak TGT-
vel a mutadns deszulfato-hirudint kifejezé kazettdban. A TGT ciszteint

33

kédolja, és igy a deszulfato—hir‘udin—Cys33 /Cys™ "HV1l/ kifejezbdéséhez

vezet.

A kSvetkezd PCR primerek keriilnek alkalmazasra:

/SEQ ID NO:1,SEQ ID NO:2,SEQ ID NO:3,SEQ ID NO:4/

Kiegészitd a DNS templat

nukleotid pozicidihoz

/1/ 5’-TCGGTCGACGCTCTCCCTTATGCG-3’ 7492-7494, 1-21
/2/ 5’—TTGGGTTCTEEEGGTGAAAAGAACCAATGTG—3’ 626~ 656
/3/ 5'—CTTTTCACCéEéAGAACCCAAGATACACTTG—3' 646~ 616
/4/ 5’ -GCCAAGCTTGGCTGCAGATTTTAATC-3’ 1122-1100

Az oligodeoxinukleotid primerek komplementerek a nukleotid szekvenciak-
kal /lasd fent/ a pJDB207/GAPFL-YHIR /EP-A-340 170/ SEQ ID NO:5 templat

DNS-ben. Az /1/ és /4/ primer a felfelé és lefelé iranyuld primerek a

templat DNS ndvelésében; a /2/ és /3/ primer belsd primerek, melyek rész-

ben egymds komplementerei, &s mindkettS a mutédcié helyét fedi /aldhtzva/.

A PCR /1/ és /3/ primer és a /2/ és /4/ primer parosaval hasznalatos

Kiil 5n—kiil8n reakcidkban a templat DNS részeinek erdsitésében és a muté-

3
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cib6 bevezetésében. Mindkét PCR termék dtfed a mutdcids régidban. A maso-
dik reakcidban mindkét termék elegyitésre és erdsitésre keriil az /1/ és

/4/ primerrel.

0,1 mg templat DNS—-t a pJDB207/GAPFL-YHIR plazmidb6l /EP-A-340 170/ ele-
gyitink 1 mg /1/ és 1 mg /3/ primerrel vagy /2/ és /4/ primerrel a meg-
feleld DNS fragmensek erdsitéséhez a standard PCR protokollok szerint
/1asd fent/ 30 ciklust 1 percig alkalmazva a DNS szintézishez 72OC—on
10 sec a DNS szil szeparalashoz 93OC és 20 sec a hdkezeléshez SOOC—on.

A DNS fragmenseket fenolextrakciéval tisztitjuk és etanolban csapjuk ki.

A masodik atfedés-kiterjesztés reakcid 0,1 mg-ot tartalmaz mindegyik

PCR-termékbdl, melyet noveltiinkaz elsd reakcidban /14sd fent/ és 1 mg-ot
minden /1/ és /4/ PCR primerbdl. 30 ciklus 1,5 perccel a DNS szintézis-
hez 72°C-on, 20 sec a szalszeparilashoz 93OC—on, és 40 sec a hdékezelés-—

hez 50°C-on az alkalmazott korilmények.

A megndvelt DNS fragmenst restrikcidnak vetjiik alda Sall és HindIII-mal.
Az 1,1 kb SalI-HindIII fragmenst Sall, HindIII hasité pUC9 /SigmaR/

vektorba klénozzék. Restrikcids analizissel ellendriznek szamos klént,
és egyetlen helyes kldén szekvencidjat megdllapitjdk. Ennek a klénnak a

kédolé szekvencidja tartalmazza a TGT kodont a Cy533-hoz.

Az 1,1 kb SalI-HindIII inzert a mutédns deszulfato-hirudint kifejezd ka-
zetta, mely a 276 bp Sall-BamHI fragmenst pBR322-b&l, a BamHI/BglII el-
dgazast és a 194 bp GAPFL promotort tartalmazza az EcoRI kapcsoldéval az

-5 helyzetben. Az EcoRI hely kapcsolja Ossze a promotort a PHO5 kédoléd
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szekvenciaszignal szekvenciajat és a [by533] HVi-et. A 3’ terminalis
BamHI helyet koveti a 377 bp PHOS5 transzkripciés terminadtor és egy

Hind III hely.

Az 1.1 kb expresszids kazetta ugyanigy klénozott mint a Sall tompa vég
fragmens a pDP34 nagy méasolatszami élesztdékifejezd vetorba /DSM 4473/,
melyet Bam HI-vel és Sall-gyel hasitunk tompa véggé alakitva Klenow po-~
limerdzzal A kapott plazmid jele pDP34/GAPFL-YHIR /CYS33/.A szekvencidk
Cys33HVl és a megfeleld fehérje esetében SEQ ID NO:7-ben és SEQ ID NO:8-

ban vannak megadva.

2. példa: Eleszt8transzformicié és fermenticid

A Saccharomyces cerevisiae TR1456 torzset a 0341215 publikéciés szami

eurdpai szabadalmi bejelentésben leirt médon hozzuk 1létre. A Saccharo-

myces cerevisiae H449 /DSM 4413/ jeli torzsbdl kiindulva két egymést

kovetd kisérletsorozatban a két karboxipeptiddzt /ysc és yscY/ eltavo-
litjuk a H449 torzsbdl az azokat kédolé KEX1 illetve PRC1 gének szétsza-
kitdsdval. E16sz0r az yscX -t kédolé KEX1 gént szakitjuk szét. Erre a
célra a H449 torzset a KEX1 gént kédoldé DNS fragmenssel transzportéljuk
oda, ahol a KEX1 kédoldé régié kozepébe a teljes URA3 gén van beilleszt-
ve. Az uracil prototrdf transzformansokat szelektaljuk, és az ysc ak-
tivitas hidnyara vizsgdljuk. Ezutdn a KEX1 lukusznél beillesztett URA3
gént'szakitjuk szét egy olyan plazmiddal végzett transzformécidéval, ahol
a plazmid az URA3 gén szétszakitott vdltoztatdt ura3AS5 tartalmazza /1lasd

EP-A-341 215/. Az uracil autotrdf transzformiansokat szelektaljuk, és a
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kovetkezd 1épésben az endogén PRC1 karbopeptidaz yscY-t kédold gént sza-
kitjuk szét. A kisérletet teljesen a KEX1l szétszakitasaval analdg médon
végeztiik. A végiil kapott izogén H449 szarmazékot TR1456-tal jelsljiik,

melynek kdvetkezd genotipusa van:
Q

1.

MATa, prbl, cpsl, prcl::ura3, kexl::ura3, leu2-3,112, ura3.s5, [cir

A TR 1456 jelu éleszt8tbrzset a pDP34/GAPFL-YHIR/CYS33/ plazmiddal

transzformal juk Hinnen et al. /Proc. Natl. Acad. Sci. usa, 75 /1978/
1929-1933/ protokolljdban leirt médon. A transzformilt élesztbsejtek
uracilszelekcié alatt novekedhetnek. A kivilasztott élesztdkoldniat

Saccharomyces cerevisiae TR 1456 /pDP34/GAPFL-YHIR/CYS33/-nak necvezziik.

A transzformanst két egymidst kovetd eldkultirsban uracilmentes 13 ml-es
kGzegben szaporitjuk, tényleges fermentdcié komplex kdzeégben szelekcid
nélkiil tdrténik. A nyers [Cys33]HV1—et izoldljuk a 340 170 publikiciés

szami eurdpai szabadalmi bejelentésben leirt médon a tiptalajbdl.

3. példa: Cysa3HV1 eléallitédsa, széthajtogatasa és U jrahajtogatasa

[@y53§]HV1—t €lesztbben kifejeziink, és kivalasztjuk olyan kézegbe, aho-
gyan az természetes hirudin esetében torténik /Meyhack et al./1987/,
Thromb. Res. Suppl., VII, 33/. A sejteket centrifugéléassal eltavolitjuk,
és az antitrombin hatdst mutaté fehérjéket eltavolitjuk a feliiliszdbsl
XAD-7 gyantén vald abszorpciéval. Az aktiv fehérjék elegyét elualjuk
amménium acetat pufferrel /0,2 M, pH=8,5/, és a Q-szefaréz gyorsarami

ioncseréld oszlopra vissziik. Ezt az oszlopot amménium formiat pufferrel

/25 mM/ elualjuk gradiens eluciét alkalmazva 0% A-tdl /puffert pH=5,0-re
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allitjuk hangyasavval/ 85% B-ig /a puffer pH=3,0-ra van allitva hangya-
savval és 0,5 M natrium-kloridot tartalmaz/ 50 perc alatt.A trombinak-

tivitdst mutatd frakcidkat Osszegyljtjik, és szérazra liofilizal juk.

A nyers [bys33]HVl—et /4 mg/ két 6ran it 23°C-on redukaljuk 0,75 ml
Tris-HC1l pufferben, mely 5 M guanidin-hidrokloridot /GdmCl/ és 0,1 M
ditiotreitolt tartalmaz. A mintat PD-10 tdltetii oszlopon /Pharmacia/,
mely 50 mM natrium-hidrogénkarbonattal /pH=8,3/ lett egyensilyba hozva,
bocsdtjuk at. A redukidlt /denaturalt/ mintat 1,2 ml térfogatban Ossze-
gyiijtjik, és azonnal higitjuk ugyanazzal a natrium-hidrogénkarbonat puf-
ferrel a végsé koncentraciéra, 1 mg/ml-re /140 mM/. A hajtogatést 23°%-
on végezziik, s a hajtogatdsi intermediereket iddszakosan '"megfogjuk"

a hajtogatasi mintdbdl vett aliquot mennyiségek 2 térfogatrész 4%-os

trifluorecetsavas savanyitassal.

4., példa: A hajtogatdsi intermedierek HPLC-jellemzése

[Cys33]HVl—et Gjrahajtogatunk 50 mM NaHCO_-mal /pH=8,3/ 23°C-on /léasd

3
1. abra/. A hajtogatds intermedierjeit megfogjuk a reakcié sorén, és
nagynyoméstG folyadékkromatografidval a kovetkezd koriilmények kozott e-
lemezziik:

Oszlop: Vydac C-18 peptidekhez és fehérjékhez, 5 mm;

A oldat: 0,1% trifluorecetsava£ tartalmazdé viz;

B oldat: acetonitril/viz /9:1 térfogatarany/, mely 0,1% trifluorecet-

savat tartalmaz;

Cradiens: 24%-t6l 43% B oldatig linedrisan 20 percig;

Detektilds: 214 nm-en.
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A redukalt/denaturalt /R/ Cy533HV1 17,7 percnél eludlddik.
"NM" aktiv Cyss3HV1 monomer /13,5 perc/.
"ND Cys33HV1 dimer.
P “. 3 .. .
Az 1. abran a nyers LCys 3]HVl HPLC-s analizisének eredménye ugyanolyan

HPLC-koOrilmények kozott. -

A nyers termék heterogenitdsa a /bioszintézis utédni/ nem megfeleld haj-
togatas vagy a tisztités kdzben tdrténd mintabomlas kdvetkezménye.
Az aktiv [bysSS]HV1 monomer /NM/ képzddik eldszor /1. &bra/ 0,05+/-0,01

- 3
perc 1 elsérendi sebességidllandoval a leirt koriilmények kozott. A Cys3

oxidacidéja két aktiv [Qy533]HV1 monomer kozdtt ezt kovetden fellép, és
a dimer képzddik. A hajtogatéds nagyon hatékony, és a hozam magasabb 85-

90%-nal. A 8,3-nél nagyobb pH-értéken a hajtogatasi folyamat még gyorsabb.

5. példa: A j@ys33] deszulfato-hirudin monomer és dimer jellemzése

Az aminosav-Osszetételt dimetil-amino-azobenzol-szulfonil-klorid /dabsyl/
médszerrel hatédrozzuk meg /Chang et al. Anal. Biochem. /1991/, 197, 52-
58./, ami lehetdvé teszi a diszulfid-tartalom direkt mennyiségi meghata-
rozasat. Az aminosav-sorrend Applied Biosystem Inc. 470A protein szek-
vencerrel keriilt meghatérozdsra. A deszulfato-hirudin szarmazékok anti-
trombin aktivitasat a Chromozym TH /Boehringer Mannheim/ emésztésébdl
szarmazd X -trombin mikodésének inhibiciéjabél hatdroztuk meg az eldirt
protokoll felhasznaldsédval /Stone et al. Biochemistry /1986/, 25, 4622-
4628; Chatrenet et al. J. Biol. Chem. /1992/, 267, 3038-3043/. A deszul-
fato-hirudin molekulasilya 13916 lézerdeszorpcids inonizicids tomeg-

spektrométerrel meghatarozva sajdt épitési miiszer felhasznalasaval
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/Boernsen et al. Chimia /1990/, 44, 412-416/.

- 3
A prsa ]HVl—[Cys33]HV1 dimer nem tartalmaz szabad ciszteint, amit meg

lehet erdsiteni aminosav-elemzéssel.

A trombininhibicié mérését 1 nM deszulfato-hirudin és 1,5 nM K -trombin
koncentraciéval kiviteleztilk, a dimer azonos silyaranyoknal lényegében
azonos inhibiciés hatast mutatott, mint a "vad" deszulfato-hirudin

/82+5%/ .

6. példa: A dimer és a monomer ko&lcsdndsen egym2sba alakithatéd

A harom deszulfato-hirudin bels8 szulfidtél eltérden a dimer Cy333—Cys33

kStése nem stabilzadlt nem kovalens kdlcstnhatédsokkal. Ezért lehetséges
szelektiven szelektiven hasitani a Cy533—-Cys33 kotést enyhe redukdls ko-
riilmények kozdtt a harom aktiv magrészben taldlhatd diszulfid szétsza-
kitdsa nélkiil. Kisérleteket végeztiink, hogy megadllapitsuk azokat az op-
timalis koriilményeket, amelyek lehet8vé teszik a dimer kvantitativ ata-
lakitasat monomerré. Ez elérhetd 0,5-2,5 mM B—merkaptoetalonnd_szoba—
hémérsékleten. Magasabb B-merkaptoetanol koncentraciéval a monomer
gyorsan szétesik a CysG-Cysld, CyslG—Cys28 és Cy522—Cys39 diszulfid ko-

tések redukcidjinak kovetkezményeként.

7. példa: Deszulfato-hirudin dimert tartalmazé, parenterédlisan alkalmaz-

haté gybgyszerkészitmény

A 3. példa szerinti liofilizAlt [Cys33]Hv1—[(:ys33]Hv1 dimert C,9%-o0s
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konyhasé oldatban oldjuk 0,2 mg/ml vagy 2 mg/ml végsd koncentracidig. E-
zeket az oldatokat sterilizal juk ultrasziréssel /0,22 mm pdrusi memb-
ranokon/.

A steril oldatok kOzvetleniil hasznalhatdék példédul intravénds beadasra.

8. példa: Szubkutan adott hirudin HV1 és [CysaBIHVl—[Cy3331HV1 dimer ha-

tasa patkdny plazmiban ex vivo mért APPT-re

/APTT = activated partial thrombin time = aktivalt részleges trombinidd&/
A [Cys33]HVl-[Cys33]HV1 dimert fiziolégids séoldatban 4,5 mg/ml koncent-
racidéig oldjuk, és a nem modifikalt hirudin monémert fizioldgids soéol-
daban 3,0 mg/ml koncentricidig oldjuk /ezeket a dézisokat in vitro ered-
mények alapjin vdlasztottuk ki, hogy hasonld hatast érjiink el APTT-n

1 4ra alatt/. Az oldatokat szubkutédn adjuk a patkdnyoknak /1 ml/kg/. Az
oldat beaddsa utan kiildnbozé idépontokban 2 ml vért vesziink kardialis
pungalassal egy tized térfogatnyi 3,8 vegyes¥%-os trindtrium-citrat ol-
datba, és azonnal elvegyitjiik 6ket. A kicsapddott vért 20 percig 2500 g-

vel centrifugaljuk, hogy vérlemezkementes szérumot kapjunk.

A plazmamintédkat APTT-re szokdsos mddszerekkel vizsgédljuk hstrumentation
Laboratory ACL 300R koagulométerrel. Az APTT meghatarozasi mdédszernél az
Instrumentation Laboratory ellagansav tesztkészletet haszndljuk - 50 _#l
plazmat ellaginsav aktivald &agenssel /50 1/ inkubalunk 37°C-on 5 per-
cig az 50 Al 25 mM-os kalcium-klorid oldat haszndléasa eldtt, és a plaz-
maalvadds idejét automatikusan rogzitjiik, a végpontot optikailag a fény-

sz6rb6dasbél hatdrozzuk meg a fibrinhdlézat képzddésekor /lasd l.tédblazat/.
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1. tablavat

Idé HV1 Ibyssql—[bys33]HV1 dimer
0 1,00+0,02 1,00+0,02

1 2,44+0,07 2,29+0,08

a 1,43+0,05 2,07+0,25

6 0,95+0,02 1,444+0,02

Az eredmények a kontroll APTT Atlagértékek tobbszordseként vannak kife-

jezve, és éatlag+ az atlag standard hibaja /n=5/ alakban vannak megadva.

9. példa:Gybgyszerkészitmény

Az A oldat 2,43 M ZnCl2

-t és 0,455 M Na

2

HPOa-et tartalmaz,aminek pH-ja

sésavval 2,5-re van allitva. A B oldat 0,6 M NaOH-t és 0,25 M NaCl-t

tartalmaz. A C oldat két rész [@y533]HVl—[Cy333]HVl dimer vizes torzs-

oldatbdl /80 mg/ml/ és 1,05 rész A oldatbél 411 /térfogatarany 2:1,05/.

A készitményt viz, B oldat és C oldat elegyitésével kapjuk, ahol a suly-

arany 0,66:0,1883:0,4.

Hasonlé elegyeket &llitunk eld Ggy, hogy ZnCl2 helyett CaClZ—t vagy

MgCl2-t hasznalunk.

10.példa: Gydgyszerkészitmény

Az Al oldat 165mM ZnClg—t, 2,11 mM Na2HPOA-et és 37,8 mM HCl-ot tartal-

maz vizben. A Bl oldat 0,6 N NaOH-t tartalmaz. ECys33}Hv1-ECys33]Hv1
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dimert/por/ adunk 31,7 térfogatrész Al oldathoz, azutdn 55 térfogatrész

mannitol oldatot /198 mM/ és 13,3 térfogatrész Bl oldaot. Az oldat za-
e v P . . ~. 33 33 .

varossa vélik a készitmény létrehdttekor. |Cys ]HVl—[bys ]HV1 dimer

keriil felhasznalasra 20mg/ml vizben. A pH bedllitdsa nem sziikséges.

11. példa: Human trombin inhibicidé kinetikai paramétereinek meghatédroza-

sa [CysaalHV1—[Cy5331HVl dimerrel

A hirudin koncentréacidéjat 2,0 nM trombinnal szembeni titralassal hataroz-
zuk meg 200 MM D-Val-Leu-Arg-p-nitroanilid jelenlétében Wallace et al.

médszerével /Biochemistry /1989/, 28, 10079-10084/.

Az egy alegységre vonatkozd hétezres molekulatomeg és sGly alapjan az
aktiv molekuldk reakcidja 0,97. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a dimer-

ben mindkét molekula aktiv.

A ECys33]Hv1-ECys33]Hv1 dimer kinetikai paramétereit a Stone et al.
/Biochemistry /1986/, 25, 4622-4628/ és Braun et al. /Biochemistry
/1988/, 27, 6517-6522/ altal leirt fejlddésgérbe-médszerrel hatéroztuk
meg. Minden meghatarozésnidl a D-Phe-pipecolil-Arg-p-nitroanilidbdl a
p-nitroanilin képzddését kovetjik a hat mérés soradn, melybdl egy az in-
hibitor tavollétében, a tcbbi pedig az inhibitor kiilonbodzd koncentracidi-
. 33 3 . P -
nil /10-60 pM [bys ]HVl—[pys HV1 dimer/ torténik. A szubsztratkon-

centracié 100 MM és az enzimkoncentracid 20 pM.

A kinetikai paramétereket kétszer hataroztuk meg, a 2. tablazatban meg-

adott értékek a mért értékei silyozott atlagai.
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2. tablazat

Inhibi tor Paraméter
8
107 k; K,
-1 -1
/M s T/ /pM/
ECys33]Hv1-ECys33]HV1 dimer /0,51+0,03/ 0,330+0,038
HV1 /1,37+0,03/ 0,237+0,006

Mikroorgani zmusok letétbe helyezése

A kovetkezd mikroorganizmus torzseket helyeztiik letétbe a Német Mikro-
organizmus Gyiijteményben /Deutsche Sammlung von Mikroorganismen /DSM/,
Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig/. A letétbe helyezések idd&pont-

ja és a letétek szama:

Saccharomyces cerevisiae H449: 1988. februar 18., DSM 4413;

Escherichia coli JM 109/pDP34: 1988. marcius 14., DSM 4473.
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SZEKVENCIALISTA

/1/ ALTALANOS INFORMACIO:

/i/ BEJELENTO:
/A/ NEV: CIBA-GEIGY AG
/B/ UTCA: Klybeekstr., 141
/C/ VAROS: Basel
/B/ ORSZAG: SVAJC
/F/ POSTAI IRANYITOSZAM /ZIP/: 4002
/G/ TELEFON: +41 61 69 11 11
/H/ TELEFAX: +41 61 696 79 76

/I/ TELEX: 962 991

/A/ NEV: UCP GENP-Pharma AG

/B/ UTCA: Solothurnerstrasse 24
/C/ VAROS: Kirchberg

/E/ ORSZAG: Svajc

/F/ POSTAI(IRANYIT@SZAM: 3422
/ii/ A TALALMANY CIME: Nagy molekulatdmegii hirudin
/1ii/ SZEKVENCIAK SZAMA: 8
/iv/ SZAMITOGEPES OLVASASI FORMA:

/A/ ADATHORDOZO TIPUSA: Floppy diszk

/B/ SZAMITOGEP: IBM PC kompatibilis
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/C/ OPERACIOS RENDSZER: PC-DOS/MS-DOS

/D/ SOFTWARE: PatentIn Release 1.0, 1.25 verzid /EPO/

/2/ INFORMACIO AZ 1. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:
/A/ HOSSZUSAG: 24 bazispar
/B/ TIPUS: nukleinsav
/C/ SZAL: egyetlen

/D/ TOPOLOGIA: linearis

/ii/ MOLEKULATIPUS: DNS /genomialis/

/ix/ JELLEMZOK:

/A/ NEV/KULCS: misc_feature

/B/ ELHELYEZES: 1..24

/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= "Szintetikus PCR primer

/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITO SZAM: 1:

TCGGTCGACG CTCTCCCTTA TGCG

/2/ INFORMACIO A 2. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:

/A/ HOSSZUSAG: 31 bazispar

/B/ TIPUS: nukleinsav
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/C/ SZAL: egyetlen

/D/ TOPOLOGIA: linearis
/ii/ MOLEKULATIPUS: DNS /genomi&lis/

/ix/ JELLEMZOK :
/A/ NEV/KULCS: misc_feature
/B/ ELHELYEZES: 1..31

/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= "Szintetikus PCR primer"
/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITO SZAM: 2:
TTGGGTTCTT GTGGTGAAAA GAACCAATGT G
/2/ INFORMACIO A 3. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:
/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:
/A/ HOSSZUSAG: 31 bazispar
/B/ TIPUS: nukleinsav
/C/ SZAL: egyetlen
/D/ TOPOLOGIA: linearis
/ii/ MOLEKULATIPUS: DNS/genomialis/
/ix/ JELLEMZOK:

/A/ NEM/KULCS: misc_feature

/B/ ELHELYEZES: 1..31

[ 14 ]
»
os
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/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= "Szintetikus PCR primer"
/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITO SZAM: 3:
CTTTTCACCA CAAGAACCCA AGATACACTT G
/2/ INFORMACIO A 4. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:
/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:
/A/ HOSSZUSAG: 26 bazispar
/B/ TIPUS: nukleinsav
/C/ SZAL: egyes
/D/ TOPOLOGIA: lineéaris
/ii/ MOLEKULATIPUS: DNS /genomidlis/
/ix/ JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: misc_feature
/B/ ELHELYEZES: 1..26
/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= "Szintetikus PCR primer"
/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITO SZAM: 4:

GCCAAGCTTG GCTGCAGATT TTAATC

/2/ INFORMACIO AZ 5. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:
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/1i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:
/A/ HOSSZUSAG: 1130 bazispar
/B/ TIPUS: nukleinsav
/C/ SZAL: egyes

/D/ TOPOLOGIA: lineéaris

/ii/ MOLEKULATIPUS: DNS /genomialis/

/ix/ JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: misc_signal
/B/ ELHELYEZES: 1..276

/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= "Sall -BamHI pBR322 fragmens"

/ix/ JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: misc_feature
/B/ ELHELYEZES: 277..284

/D/ EGYEB INFORMACIO: /funkcié= "BamHI/BglII kapcsols"

/ix/ JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: promotor
/B/ ELHELYEZES: 285..478

/D/ EGYEB INFORMACIO: /funkcié= "GAPFL promotor"

/ix/ JELLEMZCK:
/A/ NEV/KULCS: misc_feature
/B/ ELHELYEZES: 479..484

/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= "EcoRI kapcsold"
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JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: misc_signal
/B/ ELHELYEZES: 488..538

/D/ EGYEB INFORMACI(O: /funkcidé= "PHOS szignalszekvencia'

JELLEMZOK :

/A/ NEV/KULCS: mat_peptide

/B/ ELHELYEZES: 539..733

/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= “Hirudin HV1"

/standard_név= "HV1"

JELLEMZOK :
/A/ NEV/KULCS: termindtor
/B/ ELHELYEZES: 737..1113

/D/ EGYEB INFORMACIO: /standard_név= "PHOS5 terminator"

JELLEMZOK :
/A/ NEV/KULCS: misc_feature
/B/ ELHELYEZES: 1117..1122

/D/ EGYEB INFORMACIO: /funkcidé= "M13 klénozd rész"

JELLEMZOK:

/A/ NEV/KULCS: misc_signal

/B/ ELHELYEZES: 734..736

/D/ EGYEB INFORMACIO: /funkcidé= "Forditdé terminator"

/standard_név= "TAG"



/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITO SZAM: 5:
GTCGACGCTC TCCCTTATGC GACTCCTGCA TTAGGAAGCA GCCCAGTAGT AGGTTGAGGC

CGTTGAGCAC CGCCGCCGCA AGGAATGGTG CATGCAAGGA GATGGCGCCC AACAGTCCCC

CGGCCACGGG

GAGCCCGATC

CGCCGGTGAT

AAACCAGTTC

TTGATTGTAA

CTTITTTTTA

ATTCAAAATG

TGTTTACACC

TTGTGGTCAA

CGGTGAAGGT

AGAATACTTG

TTCCAATGTT

GAAACCTGTT

GAAAAGAGAG

TCTACTGAAT

AGACAATAGT

TATCT AAATT

GCCTGCCACC

TTCCCCATCG

GCCGGCCACG

CCTGAAATTA

TTCTGTAAAT

GTTTTAAAAC

TTTAAATCTG

GACTGTACCG

GGTAACAAGT

ACCCCAAAGC

CAATAGGATC

CTAACGACAC

CCACTGGTCC

TAGCCGGTAC

TGACCTTCTA

TTTGTATAAC

TTGCCGAAAG

ATACCCACGC CGAAACAAGC GCTCATGAGC CCGAAGTGGC

- 582 -

GTGATGTCGG CGATATAGGC GCCAGCAACC

ATGCGTCCGG

TTCCCCTACT

CTATTTCTTA

ACCAAGAACT

TTGTTTATTC

AATCTGGTCA

GTATCTTGGG

CACAATCTCA

CTGGTACGTT

CTACGTCAGA

AGGGTTCTCT

TGACTTCCTA

CTGGGACTGG

TAAATAATAT

ATTAAAATCT

CGTAGAGGAT

TGACTAATAA

AACTTCTTAA

TAGTTTCGAA

AATTTTAGCC

AAACTTGTGT

TTCTGACGGT

CAACGACGGT

CCTCAAGGTG

TACGTCATTA

TGTGAAATCA

AAGGTCTGTA

AACACTACTC

TGGAAACTAA

GCAGCCAAGC

CTCCCTGAAA

GTATATAAAG

ATTCTACTTT

TAAACACACA

GCTTCTTTGG

TTGTGTGAAG

GAAAAGAACC

GACTTCGAAG

CTCGTGTCTA

ACGATGCTGT

ATGACTTCTA

ACGTCAGCAG

ATTACAACGC

ATACGAATAC

TTTGAAGAAA

/2/ INFORMACIO A 6. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:

/A/ HOSSZUSAG: 65 aminosav

/B/ TIPUS: aminosav

/C/ SZAL: egyes
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60

120

180

GCACCTGTGG 240
AAAAAGGTTG 300
ACGGTAGGTA 360
TATAGTTAGT 420
TAAATAAAGA 480
CCAATGCAGT 540
GTTCTAACGT 600
AATGTGTTAC 660
AAATCCCAGA 720
CACCGAAAAA 780
TGTTCCAATT 840
CGACTATGCT 900
CGTCAGTAAC 960
CAGTCTATTG 1020
CCAAATTTTT 1080
1130



- 53 -

/D/ TOPOLOGIA: linearis

/ii/ MOLEKULATIPUS: fehérje

/ix/ JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: fehérje

/B/ ELHELYEZES: 1..65
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/D/ EGYEB INFORMACIO: /jelzés= "1. hirudinvaltozat /HV1/"

/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITOSZAM:

Val Val Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gln Asn Leu
1 5 10

Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Gln Gly Asn Lys Cys Ile
20 25

Asp Gly Glu Lys Asn Gln Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr
35 40 45

Gln Ser His Asn Asp Gly Asp Phe Glu Glu Ile Pro Glu
50 55 60

Gln
65

/2/ INFORMACIO A 7. AZONOSITASI SZAMU SZEKVENCIAHOZ:

/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:
/A/ HOSSZUSAG: 195 bazispar
/B/ TIPUS: nuklenisav
/C/ SZAL: egyes

/D/ TOPOLOGIA: linearis

6:

Cvs

Leu

30

Pro

Glu

Leu Cys

15

Gly Ser

Lys Pro

Tyr Leu
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/ii/ MOLEKULATIPUS: DNS /genomialis/

/ix/ JELLEMZOK :
/A/ NEV/KULCS: mat_peptide
/B/ ELHELYEZES: 1..195

/D/ EGYEB INFORMACIO: /termék= '[33-Cys]HV1"

/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITOSZAM: 7:
GTTGTTTACA CCGACTGTAC CGAATCTGGT CAAAACTTGT GTTTGTGTGA AGGTTCTAAC
GTTTGTGGTC AAGGTAACAA GTGTATCTTG GGTTCTTGTG GTGAAAAGAA CCAATGTGTT
ACCGGTGAAG GTACCCCAAA GCCACAATCT CACAACGACG GTGACTTCGA AGAAATCCCA

GAAGAATACT TGCAA
/2/ INFORMACIO A 8. AZONSITASI SZAMU SZEKVENCIAHOZ:

/i/ SZEKVENCIAJELLEMZOK:
/A/ HOSSZUSAG: 65 aminosav
/B/ TIPUS: aminosav
/C/ SZAL: egyes

/D/ TOPOLOGIA: linedris
/ii/ MOLEKULATIPUS: fehérje

/ix/ JELLEMZOK:
/A/ NEV/KULCS: fehérje
/B/ ELHELYEZES: 1..65

/D/ EGYEB INFORMACIO: /jelzés= '"[33-Cys]HV1"

60

120

180

195
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/xi/ SZEKVENCIALEIRAS: SZEKVENCIAAZONOSITO SZAM: 8:

Val Val Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gln Asn Leu Cys Leu Cys
1 : 5 10 15

Glu Gly Ser Asn Val Cys Gly Gln Gly Asn Lys Cys Ile Leu Gly Ser
20 25 30

Cys Gly Glu Lys Asn Gln Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr Pro Lys Pro
35 40 45

Gln Ser His Asn Asp Gly Asp Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu
50 55 60

Gln
65
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Szabadalmi igénypontok:

1. Kettdt81l négy deszulfato-hirudin muteinbdl vagy ezek szirmazékaibdl

4116, hirudinaktivitast mutatd csoportot tartalmazd konjugatum, ahol

a konjugatum nem fizidés protein, és a hirudinaktivitidst mutatd deszul-

fato-hirudinok vagy szarmazékaik nincsenek glutiraldehiden vagy kar-

bodiimiden keresztiil Osszekapcsolva.

2. Az 1. igénypont szerinti két, hirudinaktivitds mutatd deszulfato-hi-

rudin mutein vagy szarmazékai maradékibd6l 4116 konjugdtum.

3. Az 1. igénypont szerinti két, hirudinaktivitast mutatd, HV1, HV2:ivagy
HV3 ./PA/ deszulfato-hirudin mutein vagy szarmazék maradékbol allé

Kon jugatum.

4. Az 1. igénypont szerinti, hirudinaktivitast mutatd, két HV1 deszul-

fato-hirudin mutein vagy szarmazék maradékabdl 4116 konjugatum.

5. Az 1. igénypont szerinti konjugdtum, ahol a deszulfato-hirudinck vagy
deszulfato-hirudin szarmazékok kozvetleniil vagy egy Gsszekotd cso-

porton keresztiil kapcsolédnak.
6. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, ahol a hirudinaktivitédst mutatd
deszulfato-hirudin muteinekben vagy szarmazékokban két cisztein kap-

csolddik kozvetleniil vagy egy kapcsold csoporton keresztiil.

7. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, ahol a deszulfato-hirudin mutei-



€ Bsee nese Fees oo
. . .

. . s oo
. . .0 .

-
. ve .o XY

- 57 =
nek vagy szarmazékok kozvetleniil diszulfid kotésen &t kapcsolédnak.

8. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, ahol két deszulfato-hirudin mu-
tein vagy széarmazék monomerjei vagy a deszulfato-hirudin mutein vagy
szdrmazék monomerje és a kapcsold csoport az N-termindlis doménen

beliil vannak dsszekapcsolva.

9. Az 1. igénypont szerinti konjugatum, ahol a két deszulfato-hirudin
mutein vagy szarmazékmonomerjei vagy a deszulfato-hirudin mutein vagy
szarmazék monomerje és a kapcsolS csoport az aminosav-maradékok 5 és

70 kozotti régiéjdban vannak Osszekapcsolva.

10.A 9. igénypont szerinti konjugédtum, ahol a két deszulfato-hirudin mu-
tein vagy szarmazék monomerjei vagy a deszulfato-hirudin mutein vagy
szarmazék monomerje és a kapcsold csoport a 30 és 40 kozotti amino-

sav-maradék régidban van Ssszekapcsolva.

11.Az 1. igénypont szerinti konjugdtum, amely olyan deszulfato-hirudino-
kat tartalmaz, melyben egy vagy tdbb aminosav egy vagy tobb kereszt-

kotést képezni tudd csoporttal van helyettesitve.

12.A 11. igénypont szerinti konjugétum, mely olyan deszulfato-hirudino-
kat tartalmaz, ahol a deszulfato-hirudin egy aminosavat olyan amino-
savval helyettesitik, mely~ az aszpartamsavbél, glutaminsavbél, li-

zinb81l és ciszteinbdl 4116 csoportbdél keriilt kivalasztésra.

13. A 12. igénypont szerinti konjugétum, mely olyan deszulfato-hirudint
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tartalmaz, ahol egy aminosavat cisztein helyettesit.

14.A 13. igénypont szerinti konjugdtum, mely két olyan HV1 deszulfato-

hirudinbdl 411, ahol Asp33—at Cys helyettesiti.

15.Hirudinaktivitissal rendelkezd deszulfato-hirudin mutein vagy szar-
mazék, mely képes kerestkdtéssel egy masik, hirudinaktivitdssal ren-
delkezd deszulfato-hirudin muteinhoz vagy szarmazékhoz kapcsolédni,

az 5. igénypont szerint.

16 .HV1 deszulfato-hirudin, ahol Asp33—at Cys helyettesiti /SZEKVENCIA-

AZONOSITO SZAM: 8/.

17.Eljaras az 1. igénypont szerinti konjugdtum elb4llitaséra, mely
-a megfeleld deszulfato-hirudin megfeleld gazdaszervezetben torténd
kifejezésébdl,
—a deszulfato-hirudin izolalasabdl,
-ha sziikséges, a reaktiv aminosav oldalléncok védésébdl,
—a deszulfato-hirudin megfeleld kapcsoldelemhez vald kapcsolasébdl

vagy két deszulfato-hirudin kozvetlen oOsszekapcsolasabél all.

18.A 17. igénypont szerinti eljaréas, ahol a deszulfato~-hirudint diszul-

fid kotésen keresztiil kapcsoljék.

19.A 18. igénypont szerinti eljaras, ahol a deszulfato-hirudinok nem

Osszehajtottak és izolalas utdn Gjrahajtogatottak.
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20. Eljaras deszulfato-hirudin denaturaléasira és biolbégiailag aktiv po-
limer vagy dimer formava vald renaturdlésara, mely
-kaotrdp Agenssel a fenti médon definidlt deszulfato-hirudin dena-
turéalasbol,
-Gjrahajtogatéasi feltételek mellett a deszulfato-hirudin renaturala-
sabdl és
-a deszulfato-hirudinek kapcsold elemmel vagy kozvetlenil vald Ossze-

kapcsolasabol all.

21. Az 1. igénypont szerinti vegylilet és szokdsos hordozdék alkalmazéasa

gydgyszerkészitmények eldadllitasara.

22. Az 1. igénypont szerinti ketté-négy deszulfato-hirudin mutein vagy
szarmazékmaradékabdl 4116 konjugdtumot tartalmazd gydgyszerkészit-
mény vagy amely nevezett vegylileteket szokasos segédanyagokkal, tipi-

kusan hordozd és higitd segédanyagokkal egylitt tartalmazza.
23. Vizes készitmény, mely vizet, egy 1. igénypont szerinti vegyliletet
és vizoldhatatlan s6 forméajdban kacium, magnézium vagy cink ionokat

tartalmaz.

24, A 23. igénypont szerinti készitmény, ahol a vizoldhatatlan sé fosz-

fat.

25. A 23. igénypont szerinti készitmény, ahol a fémsé koncentricidja

100 mM-600 mM.

26. A 23. igénypont szerinti készitmény, ahol az 1. igénypont szerinti
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vegyiilet koncentracidja 1-600 mg/ml.

A 23. igénypont szerinti készitmény, ahol a vizoldhatatlan sé ré-

szecskemérete 10-30 _#m atmérd.

Az 1. igénypont szerinti konjugédtum alkalmazidsa emberi vagy allati

test gybgyitd vegy megeldzd kezelésére.

A 28. igénypont szerinti konjugatum trombininhibiciéra.

Gydgyszerkészitmény, mely terdpiasan hatasos mennyiségii, legalédbb
egy, 1. igénypont szerinti konjugadtumot vagy ennek gydgyiszatilag
elfogadhatd séjat tartalmazza trombdzis vagy embdlia terdpidjara

vagy megeldzésére.

Expresszids vektor, mely expresszids kazettat tartalmaz a 15. igény-
pont szerinti deszulfato-hirudinhoz, ami egy szigndlpeptidet kédold
elsd DNS szekvencidhoz miik6d8képesen kapcsolt promotorbdl, mely a
megfeleld olvasé vazban kapcsolddik a médsodik DNS szekvencidhoz, ami
kédolja a szdbanforgd deszulfato-hirudin muteint vagy szdrmazékot,

és egy, a transzkripcid befejezés jeleit tartalmazé DNS szekvenciabdl

all.

A 31. igéhypont szerinti expresszids kazetta, ahol a promotor GAPFL

vagy CUP1 promotor.

A 31. igénypont szerinti expresszids kazetta, ahol a jelzd szekven-
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cia a PHOS jelzd szekvencia.

34, A 31. igénypont szerinti expressziés kazetta, ahol a deszulfato-hi-

rudin mutein vagy szérmazék [Cys33]Hv1 /SZEKVENCIAAZONISITO SZAM: 7/.

35. A 31. igénypont szerinti expresszibs kazetta, ahol a terminator a

PHOS terminator.

A meghatalmazott
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